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RESUMO

SOARES, Fabiano Silva; M. Sc.; UNIVERSIDADE DO ESTADO DE MATO
GROSSO; Setembro de 2016. Diversidade genética e propagacao vegetativa de
mangabeira (Hancornia speciosa Gomes). Orientador: Petterson Baptista da Luz.
Coorientadora: Ana Aparecida Bandini Rossi.

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) é uma arbérea frutifera que ocorre na
regido do Cerrado e que apresenta elevado potencial para exploracdo econdmica
dos frutos, dado as suas qualidades organolépticas e nutricionais. Todavia, € uma
cultura essencialmente extrativista e a implantacdo de cultivos comerciais depende
da identificacdo de materiais geneticamente superiores, além do dominio de
tecnologias para propagacao. O presente trabalho teve como objetivo geral ampliar
as informacfGes sobre a mangabeira, no que tange a diversidade genética e a
propagacao vegetativa por estaquia. Para a avaliacdo da diversidade genética trés
trabalhos foram desenvolvidos. No primeiro foram utilizados frutos maduros
provenientes de 58 arvores matrizes localizadas nos municipios de Caceres e
Chapada dos Guimaraes, regiao Centro-Sul do estado de Mato Grosso. Nos frutos
foram aferidas as seguintes caracteristicas: diametro longitudinal (DLF), diametro
transversal (DTF) e massa do fruto (MF), massa de polpa mais casca (MPC) e
rendimento (REND), numero de sementes (NS) e massa total de sementes (MTS),
sélidos soluveis totais (SST), pH, acidez titulavel (AT) e o ratio (SST/AT). No
segundo trabalho, 24 arvores matrizes do municipio de Chapada dos Guimaraes
foram caracterizadas através das onze caracteristicas dos frutos e dez marcadores
moleculares ISSR (UBC: 807, 809, 810, 812, 818, 827, 834, 835, 841 e 891), bem
como pela andlise conjunta desses descritores. No terceiro trabalho, foi realizado o
estudo da diversidade e estrutura genética de mangabeira usando os marcadores
moleculares ISSR. Para 0s experimentos de estaquia, estacas caulinares tiveram
suas bases imersas em solucdo hidroalcodlica com diferentes concentracdes de
acido indol-3-butirico (AIB), sendo mantidas em casa de vegetagdo por 60 dias.
Paralelamente, realizaram-se analises anatomicas das estacas, utilizando material
proveniente dos experimentos de estaquia. As arvores matrizes apresentaram
consideravel variabilidade para as caracteristicas dos frutos avaliadas. Dentre as
caracteristicas, MF e MPC foram as que mais contribuiram para a diferenciacao das
arvores. Os marcadores moleculares ISSR produziram 57 bandas e 57,89% foram
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polimérficas. A andlise conjunta dos dados morfoldgicos e moleculares permitiu uma
melhor distincdo das arvores matrizes. A maior parte da diversidade genética esta
dentro dos grupos, evidenciando a necessidade de conservacdo de varias arvores
para preservacdo da variabilidade genética da mangabeira. N&o houve
enraizamento das estacas, e anatomicamente, ndo foi observada a presenca de
barreira mecéanica. Conclui-se que o estudo contribuiu na geracdo de informacdes

sobre a mangabeira.

Palavras-chave: Cerrado, mangaba, variabilidade, marcador ISSR, estaquia.



ABSTRACT

SOARES, Fabiano Silva; M. Sc.; UNIVERSIDADE DO ESTADO DE MATO
GROSSO; September 2016. Genetic diversity and vegetative propagation of
mangabeira (Hancornia speciosa Gomes). Advisor: Petterson Baptista da Luz. Co-
advisor: Ana Aparecida Bandini Rossi.

Mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) is a fruit tree that occurs in the Cerrado
region, with high potential for economic exploitation of the fruits due its organoleptic
and nutritional qualities. However, it is an essentially extractive crop and the
implementation of agricultural crops depends on the identification of genetically
superior materials and the knowledge of propagation technology. This study aimed to
expand the information about mangabeira regarding the genetic diversity and
vegetative propagation by cuttings. For the assessment of genetic diversity three
works were developed. In the first, were used mature fruits from 58 mangabeira
mother trees located in the municipality of Caceres e Chapada dos Guimaraes, State
of Mato Grosso. The following measurements were performed in the mature fruits:
longitudinal diameter (DLF) transversal diameters (DTF) and fruit mass (MF), pulp
and peel mass (MPC), yield (REND), number of seeds (NS), mass of seeds (MTS),
total soluble solids (SST), pH, titratable acidity (AT) and ratio (SST/AT). On the
second study, 24 mother trees of the municipality of Chapada dos Guimardes were
characterized using 11 fruit traits and ten ISSR markers (UBC: 807, 809, 810, 812,
818, 827, 834, 835, 841 and 891), as well as the joint analysis of descriptors. On the
third study, was performed the study of genetic structure and diversity of mangabeira
using ISSR markers. For cutting experiments, the base of the stem cuttings was
immerged in water-alcohol solution with different concentrations of indol-3-butyric
acid (AIB), being held in a greenhouse for 60 days. At the same time, anatomical
analyses of the cuttings were performed, using material from the cutting experiments.
The mother trees showed considerable variability for the fruit traits that were
evaluated. Among the traits, MF and MPC were the most contributors to the
differentiation of trees. The ISSR markers produced 57 bands and 57.89% were
polymorphic. The joint analysis of morphological and molecular descriptors allowed a
better distinction of mother trees. Most of the genetic diversity is within the groups,
emphasizing the need for conservation of several trees to preserve genetic variability

of the mangabeira tree. There was no rooting of cuttings and, anatomically, the



presence of a mechanical barrier was not observed. In conclusion, the study

contributed providing information about mangabeira trees.

Key-words: Cerrado biome, mangaba, variability, ISSR marker, cuttings.
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1. INTRODUCAO GERAL

O Cerrado € o segundo maior bioma brasileiro, ocupando 23% do territério
nacional com uma area aproximada de 200 milhdes de hectares e ocorréncia
predominante no planalto central (Ribeiro e Walter, 2008). Possui uma rica
diversidade de espécies de plantas vasculares superiores, com destaque para as
fruteiras nativas que apresentam potencial para exploracédo na agricultura devido sua
importancia socioeconémica e qualidade dos seus subprodutos (Agostini-Costa et
al., 2010). Todavia, o acelerado processo de desmatamento do Cerrado, como
resultado da abertura de areas para o plantio de pastagens e monoculturas (Klink e
Machado, 2005), tem agravado o risco de erosdo genética e extingdo de individuos
superiores de muitas espécies nativas (Gomes e Moura, 2010).

A mangabeira, Hancornia speciosa Gomes, é uma espécie arborea frutifera
que ocorre na regiao do Cerrado, amplamente conhecida pelo aroma e sabor exotico
dos seus frutos (Moura et al., 2011). Por essa razdo, entre outras, foi identificada
com uma das espécies prioritarias para a exploracdo sustentada na regidao Centro-
Oeste do Brasil, ao lado de outras espécies, como o0 araticum, o baru e o pequizeiro
(Agostini-Costa et al., 2010). Como a exploracao dessas fruteiras tem sido feita de
forma extrativista e muitas vezes predatdria, torna-se imprescindivel a organizacéo e
implantacdo de cultivos comerciais, diminuindo assim, a pressédo sobre as areas de
ocorréncia natural. Para tanto, sdo necessarias pesquisas técnico-cientificas para
gerar conhecimentos e incentivar o desenvolvimento de materiais adaptados para o
cultivo, bem como estabelecer métodos de propagacao e sistemas de producdo em
escala comercial (Junqueira et al., 2012).

Estudos sobre a diversidade genética sdo de suma importancia para
identificacdo das plantas que s&o promissoras aos cultivos comerciais. Um
instrumento utilizado para detectar a variabilidade genética de fruteiras nativas € a
caracterizacao fisica e fisico-quimica de frutos, pois séo fatores de qualidade que
tornam possivel a utilizacdo e comercializacdo da polpa e a elaboracdo de produtos
industrializados (Chitarra e Chitarra, 2005). Esse assunto € abordado no capitulo I,
cujo objetivo foi avaliar a diversidade genética em mangabeira através das
caracteristicas fisicas e fisico-quimicas dos frutos.

Informacdes referentes aos estudos morfolégicos podem  ser

complementadas mediante o uso de marcadores moleculares, 0s quais sdo capazes
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de detectar polimorfismo diretamente no DNA e n&o sofrem influéncia do ambiente
quando comparados aos caracteres morfolégicos (Ferreira e Grattaplagia, 1998).
Entre os varios tipos de marcadores atualmente disponiveis, ISSR (Inter Simple
Sequence Repeats) sdo importantes porque séo simples, podem ser aplicados a
muitas espécies, e permitem a andlise de varios loci. A principal desvantagem do
uso desses marcadores € a sua natureza dominante. No capitulo Il é abordada a
caracterizacdo morfoagronémica dos frutos e molecular de arvores matrizes pelos
marcadores ISSR, bem como sua analise conjunta para estimar a diversidade
genética em mangabeira.

A conservagdo de espécies nativas também depende da definicdo de
estratégias eficientes para preservacdo da variabilidade genética remanescente.
Estudos genéticos envolvem conhecimento sobre a diversidade e outros parametros
genéticos de populagfes naturais. Marcadores moleculares tém sido frequentemente
utilizados em estudos sobre a diversidade e a estrutura genética de populacbes
(Zucchi et al., 2005). No capitulo Ill € caracterizada a variabilidade genética e a
estrutura populacional de mangabeira, usando os marcadores ISSR.

A propagacdo dos individuos de uma determinada espécie € uma das
primeiras e mais importantes atividades para o estabelecimento de -cultivos
comerciais (Junqueira et al., 2012). A propagacao vegetativa via estaquia € muito
utilizada na fruticultura, dada a possibilidade de obtencdo de descendentes com as
mesmas caracteristicas da planta-matriz (Fachinello et al., 2005). E uma técnica
dependente de processos biol6gicos, bem como da composicdo e estrutura
anatdmica do material de origem, com o envolvimento de compostos quimicos
enddgenos e exdgenos aplicados a estaca, que interagem entre si para, ao final do
processo, resultar ou ndo em uma estaca enraizada. Assuntos dessa natureza séo
abordados no capitulo 1V, utilizando-se dos resultados dos experimentos de
propagacdo vegetativa via estaquia, da mangabeira, em resposta a aplicacdo de
acido indol-3-butirico (AIB), bem como dos resultados sobre a descricdo anatdmica
das estacas.

Assim, o presente trabalho teve por objetivo, de modo geral, ampliar as
informacgdes referentes a mangabeira no que tange: a diversidade genética e a

propagacéao vegetativa via estaquia.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. RECURSOS GENETICOS DE FRUTEIRAS NATIVAS DO CERRADO

2.1.1. Espécies de maior relevancia e o extrativismo

O Cerrado € o segundo maior bioma em extenséo territorial no Brasil e
possui mais de 200 milhdes de hectares, o que corresponde a aproximadamente
23% da area total do territorio nacional. E representado por um mosaico de
vegetacdo natural, incluindo formacgdes florestais, savanicas e campestres, as quais
ocorrem predominantemente no planalto central (Ribeiro e Walter, 2008). Sua
diversidade floristica é determinada pela heterogeneidade de habitats e alternancia
de espécies (Klink e Machado, 2005).

Segundo Mendonca et al. (2008), o Cerrado brasileiro possui cerca de
11.627 espécies vasculares de plantas superiores nativas, tornando-se a savana
tropical mais rica do mundo. Desse total, 110 espécies de plantas com potencial
econdmico, a maioria arborea ou arbustiva, foram descritas por Almeida et al.
(1998), incluindo fruteiras, madeireiras, medicinais, ornamentais, condimentares,
oleaginosas, fibrosas e resiniferas, além de outras para extragcdo de cortica,
fabricacdo de cosméticos e uso forrageiro. Agostini-Costa et al. (2010) destacam 71
espécies frutiferas com potencial econémico para a regido Centro-Oeste do pais.

Fruteiras, como o baru (Dipteryx alata Vog.), o araticum (Annona crassiflora
Mart.), a mangaba (Hancornia speciosa Gomes), o pequi (Caryocar brasiliense
Camb.) e a cagaita (Eugenia dysenterica Mart. ex. D.C), tém sido comercializadas
regionalmente com razoavel sucesso (Ribeiro et al., 2008). A grande aceitacao
popular pode ser atribuida ao sabor e aroma dos frutos, além do valor nutricional
relacionado ao teor de vitaminas, minerais e antioxidantes (Agostini-Costa et al.,
2010). Essas caracteristicas favorecem o0 consumo da fruta fresca e o
aproveitamento na forma de sucos, licores, doces, bolos, sorvetes e geleias
(Almeida et al., 1998).

Ha no Cerrado outras espécies frutiferas que, apesar da menor
expressividade, também apresentam potencial de mercado, como o abacaxi-do-
cerrado (Ananas ananassoides [Baker] L.B. Smith.), aragca (Psidium guineense

Swartz), buriti (Mauritia flexuosa L.f.), caju-do-cerrado (Anacardium othonianum
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Rizz), butid (Butia capitata [Mart.] Becc.), gabiroba (Campomanesia adamantium O.
Berg), jatoba-do-cerrado (Hymenaea stigonocarpa var. stigonocarpa Mart. ex
Hayne), maracujd-do-cerrado (Passiflora setacea DC), murici (Byrsonima
verbascifolia [L.] DC), péra-do-cerrado (Eugenia klotzchiana Berg) e jenipapo
(Genipa americana L.) (Agostini-Costa et al., 2010). Ademais, podem ser utilizadas
para o plantio em areas de protecdo ambiental, no reflorestamento, em parques e
jardins, na recuperacdo de areas desmatadas ou degradadas por pastagens, além
da formacéo de pomares domésticos e comerciais (Pereira e Pasqualeto, 2011).

Uma das ameacgas as fruteiras do Cerrado € o extrativismo, muitas vezes,
praticado de maneira predatéria, onde a quase totalidade dos frutos séo coletados e
0S poucos que sobram sao insuficientes para que a espécie possa se perpetuar na
natureza (Ribeiro et al., 2008). Para o pequizeiro, Melo Junior et al. (2004) relataram
que a retirada dos frutos de qualidade provoca perdas de material genético,
impedindo a propagacgédo dos gendtipos superiores que foram explorados. Lima et al.
(2013) sugeriram que a taxa de coleta de frutos de mangaba néo deve exceder 87%
dos frutos disponiveis, caso contrario pode comprometer a regeneracdo da
populacdo. Desta forma, a coleta extrativista pode ser tdo negativa para a
manutencdo da biodiversidade quanto qualquer outro manejo agricola ou pecuario
malconduzido (Ribeiro et al., 2008).

A perda de biodiversidade do Cerrado é acelerada pela abertura de areas
para a introducdo de pastagem para criacdo de gado, e pela expansdo da
agricultura, principalmente de monoculturas (Klink e Machado, 2005). O
desmatamento acumulado em 2010 chegou a 48,54% da é&rea total do bioma
(2.039.386 km?2), com um aumento de 0,31% (6.469 km?) quando comparado ao ano
anterior (MMA, 2011). Essa situacdo agrava o risco de erosdo genética e extingao
de individuos superiores das espécies frutiferas, onde os esfor¢cos conservacionistas
e para a domesticacdo devem ser direcionados (Gomes e Moura, 2010).

2.1.2. A busca pela domesticagéo

De acordo com Clement (2001), a domesticacdo de plantas pode ser
definida como uma classe de evolugdo em que humanos adicionam suas acdes a
acdo da selegdo natural, as vezes em consonancia ou em dissonancia com esta,

para adaptar uma populacdo as suas necessidades. A adaptacdo ocorre mediante
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mudancas fenotipicas e genotipicas da planta para que a mesma possa produzir e
reproduzir numa paisagem manejada ou cultivada.

O processo de domesticacdo envolve varias etapas que, resumidamente,
comeca com a prospeccdo e coleta de material da espécie de interesse para
andlise, passando pela construgdo de um idedétipo que atenda as exigéncias do
mercado e finalizando na sua recomendacao para o cultivo. Para que o idedtipo seja
construido, sdo fundamentais o emprego da caracterizacdo, avaliacdo, selecédo e
multiplicacdo das plantas com o0s caracteres desejaveis, atividades que exigem
tempo e recursos financeiros. E claro que o potencial de mercado deve orientar e
viabilizar o desenvolvimento de uma forma cultivada (Clement, 2001).

Além dos passos descritos por Clement (2001), € importante conhecer
também as taxas de alogamia e autogamia, habitos fenoldgicos, presenca de
autoincompatibilidade, ecologia da espécie como sua distribuicdo natural,
capacidade de cruzamento, convivéncia com outras espécies, condicbes
edafoclimaticas de seu habitat natural, seus polinizadores, aspectos etnobotanicos e
geograficos, diferencas fenotipicas, resisténcia a pragas e doencas e diversidade
genética (Junqueira et al., 2012).

Para algumas espécies frutiferas do Cerrado, que possuem um mercado
consolidado e crescente, os trabalhos de domesticacao ja foram iniciados, como por
exemplo, para o araticum, cagaita, caju-ando, mangaba e pequi. Esses trabalhos
sdo desenvolvidos em instituicbes de pesquisa e ensino, como a Empresa de
Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG), Agéncia Goiana de Assisténcia
Técnica, Extensdo Rural e Pesquisa Agropecuéaria (EMATER), Empresa Brasileira
de Pesquisa Agropecuéaria (Embrapa Cerrados) e as Universidades de Brasilia
(UnB), Estadual de Goias (UEG), Federal de Minas Gerais (UFMG), Federal de
Lavras (UFLA) e Federal de Goias (UFG) (Junqueira et al., 2012).

De acordo com Chaves (2006), em decorréncia da grande variabilidade
natural apresentada pela mangabeira, duas estratégias de melhoramento, via
selecdo, podem ser aplicadas. Na primeira, utilizando variedades de polinizagéo
aberta, propagadas via semente, o método mais adequado seria o de selecao
recorrente, que envolve a selecdo e recombinacdo de plantas ou progénies
superiores, gerando uma nova populacdo em equilibrio de Hardy-Weinberg. Este
esquema tem por objetivo elevar a frequéncia dos alelos favoraveis na populacao,

provocando alteracbes lentas e cumulativas ao longo das geracdes de selecao,
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porém, leva muito tempo para obtencdo dos resultados. Na segunda, visando
maiores possibilidades de ganho em curto prazo, a selegcdo visaria o plantio
comercial de clones, via propagacédo vegetativa (utilizando a técnica de enxertia).
Este esquema pode ser integrado com a selecéo recorrente em um programa mais
amplo, em que os ensaios de progénies maternas ou o campo de recombinagéo de
progénies selecionadas poderiam ser utilizadas para sele¢cdo de matrizes para
geracdo de novos clones por propagacdo vegetativa. Da mesma forma, clones
superiores avaliados em ensaios poderiam ser intercruzados para gerar novas

populacdes de selecéo.

2.2. CARACTERIZACAO DA DIVERSIDADE GENETICA EM PLANTAS

A diversidade genética pode ser definida como a porcao hereditaria de uma
variacdo possivel de ser observada e mensurada, sendo empregada como termo
alternativo para representar a variacdo genética, indicando o somatorio da
informacdo genética conhecida e o potencial de individuos, grupos de individuos,
populacées ou subpopulacdes (Vilela-Morales et al., 1997). Essa diversidade é
avaliada a partir de caracteristicas agronémicas, morfoldgicas, moleculares, entre
outras (Cruz et al., 2011).

Com o estudo da diversidade genética é possivel agrupar genoétipos
similares a partir de técnicas multivariadas e identificar genitores geneticamente
diferentes, sendo estes mais convenientes para produzir alto efeito heterético, e
maior variabilidade genética em geracbes posteriores nos programas de
melhoramento vegetal. Estes estudos ainda sao essenciais para subsidiar
programas de exploracdo e manejo de recursos vegetais, bem como tracar
estratégias de conservacao em escala regional ou geografica (Cruz et al., 2011).

2.2.1. Caracterizacao genética com base em caracteres morfolégicos

A caracterizacdo morfoldgica consiste na adocao de caracteres morfologicos
altamente herdaveis, facilmente visiveis e mensuraveis, que, a principio, sao
expressos igualmente em todos os ambientes (Burle e Oliveira, 2010). Embora
existam técnicas mais avancadas, os descritores morfolégicos sdo mais acessiveis e

antecedem outras técnicas, permitindo a orientacao do trabalho a ser realizado com
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descritores mais sofisticados, como os marcadores moleculares (Ritschel et al.,
1998).

Cruz et al. (2011) classificam os descritores morfolégicos em dois grandes
grupos: os qualitativos, resultado de observacdes na planta em que sao definidas
varias categorias ou classes, representando uma classificagdo dos individuos, e os
guantitativos, os quais podem ser mensurados em valor real, apresentando
distribuicdo continua, sendo controlados por poligenes de pequeno efeito e
influenciados pelo ambiente. A caracterizagcdo com base em caracteres de natureza
quantitativa € a mais utilizada nos estudos de diversidade genética de espécies
vegetais perenes porque envolve a maioria dos caracteres de importancia
econdémica.

Estudos anteriores realizados com a mangabeira buscaram conhecer a
diversidade genética em populagbes naturais, com base em caracteres
morfoagrondémicos. Ganga et al. (2010) avaliaram dados fenotipicos de arvores e
dos frutos da espécie nas condicbes do Cerrado. Os autores observaram uma
grande variacdo na producdo de frutos, com potencial para o melhoramento e
insercdo em sistemas de cultivo. Freitas et al. (2012) avaliaram 55 plantas adultas
de ocorréncia natural na regido central do estado de Tocantins. As plantas
apresentaram consideravel variabilidade em relagdo ao numero e massa de
sementes e em relacdo a massa do fruto e massa da polpa. Os autores sugeriram
que a populacdo pode ser amostrada para fins de conservacdo em bancos de
germoplasma, exploracdo em programas de melhoramento e comercializagdo dos
frutos. Resultados semelhantes foram observados por Silva et al. (2013) para
mangabeiras da regido central do estado da Bahia, que combinado aos marcadores
moleculares RAPD, auxiliou na diferenciacdo das plantas com caracteristicas
adequadas ao mercado de frutas.

A caracterizacdo da variabilidade por meio da avaliacdo de frutos € uma
pratica recorrente para diversas fruteiras, permitindo a identificacdo de genoétipos
superiores para a domesticagao e o cultivo em pomares comerciais (Junqueira et al.,
2012). O uso de atributos fisicos e fisico-quimicos dos frutos auxilia na escolha
daqueles individuos que possuem potencial para a comercializacdo e
industrializacao dos frutos (Chitarra e Chitarra, 2005). Para a mangabeira, a ampla
variabilidade detectada para esses caracteres permite sua exploragcdo pelos

programas de melhoramento, conservacao e insercdo na cadeia da fruticultura
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(Gongalves et al., 2013; Cardoso et al., 2014, Nascimento et al., 2014, Perfeito et al.,
2015).

2.2.2. Caracterizacdo genética com base em marcadores moleculares

O desenvolvimento de diversas técnicas da Biologia Molecular, nas ultimas
décadas, permitiu o surgimento de varias classes de marcadores capazes de
evidenciar polimorfismos genéticos, a partir da analise direta do DNA. Marcadores
moleculares representam qualquer dado molecular correspondente a regides
expressas ou ndo do genoma, capazes de evidenciar polimorfismo entre os
individuos analisados. As metodologias utilizadas no intuito de evidenciar
polimorfismo fornecem informacdes adicionais a outros estudos sobre a
conservacdo e o melhoramento vegetal (Ferreira e Grattapaglia, 1998; Faleiro,
2007).

Os marcadores moleculares apresentam caracteristicas tais como alto grau
de polimorfismo, ndo sofrem influéncia do ambiente, de efeitos pleiotrépicos ou
epistaticos. Também, podem detectar variabilidade no genoma independente do
estadio de desenvolvimento da planta, ou mesmo a partir de cultura de células ou
tecidos (Ferreira e Grattapaglia, 1998). Os mesmos podem ser utilizados para
estudos de variabilidade genética, selecdo assistida, mapeamento e analise de
genes (Bered et al., 1997).

Com o advento da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction), em
meados da década de 1980, a possibilidade de estudos genético-moleculares foi
ampliada, envolvendo um grande namero de individuos de qualquer organismo vivo.
Pela PCR quantidades muito pequenas de DNA podem ser amplificados in vitro,
mediante as etapas de desnaturacdo, anelamento e extensdo do DNA alvo,
resultando em milhGes de cOpias passiveis de andlise (Ferreira e Grattapaglia,
1998).

Uma das variagc6es da técnica de PCR descrita por Mullis et al. (1986) € a
tecnologia ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) (Zietkiewicz et al., 1994). A
técnica de ISSR consiste na extracdo do DNA de individuos, amplificacdo de
fragmentos destes DNAs pela técnica de PCR, separacdo de fragmentos
amplificados de comprimentos diferentes por eletroforese em gel de agarose ou

poliacrilamida e visualizacdo de bandas por meio de coloracdo dos fragmentos de
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DNA com prata ou fluorescéncia (géis de poliacrilamida) ou com brometo de etidio
(géis de agarose), diretamente no gel (Zietkiewicz et al., 1994; Faleiro, 2007).

A técnica de ISSR é considerada simples, com elevado grau de
reprodutibilidade e de baixo custo (Reddy et al., 2002). Estes marcadores séo
dominantes, presente entre duas sequéncias idénticas de microssatélites, orientados
em direcdes opostas (Reddy et al., 2002). Os primers podem conter repeticées di-,
tri-, tetra- ou penta-nucleotidicas, e podem estar desancorados ou ancorados na
extremidade 5 ou 3’ por 1 a 4 bases degeneradas (Zietkiewicz et al, 1994). O
tamanho dos primers varia entre 16 a 20 pares de bases, e os produtos amplificados
podem variar entre 100 a 3.000 pares de base, tanto em gel de agarose quanto em
gel de poliacrilamida (Faleiro, 2007).

Estudos sobre a diversidade de populacbes de mangabeira por meio de
marcadores moleculares sédo recentes. Marcadores de isoenzimas (Martins et al.,
2012), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) (Moura et al., 2011; Silva et al.,
2012; Silva et al., 2013) e microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeats)
(Amorim et al., 2015; Nogueira et al., 2015; Rodrigues et al., 2015) ja foram
utilizados e revelaram niveis altamente significativos de diversidade genética dentro
e entre populagbes naturais de mangabeira em regides do Cerrado e Nordeste do
pais, bem como em gendtipos provenientes de cole¢Bes de germoplasma. Para os
marcadores ISSR, trabalhos desenvolvidos por Costa et al. (2015) e Jimenez et al.
(2015), também validaram o uso destes marcadores para estudos de diversidade e

estrutura genética de mangabeira.

2.3. PROPAGACAO VEGETATIVA DE ESPECIES NATIVAS

2.3.1. Definicdo e descricdo da técnica de estaquia

A propagacao vegetativa, assexuada ou clonal consiste na multiplicacdo e
producdo de mudas usando determinadas partes de uma planta ou clone especifico,
a fim de gerar um individuo geneticamente idéntico a planta m&e. N&o ocorre
recombinacéo, visto que se utilizam segmentos vegetativos como caules, folhas ou
raizes. Assim, a constituicdo genética é mantida inalterada nos descendentes
(Hartmann et al., 2011; Xavier et al., 2013).



Fachinello et al. (2005) definem por estacas qualquer segmento da planta,
com ao menos uma gema, capaz de formar uma planta completa. As estacas podem
ser de trés tipos: foliares, radiculares e caulinares, sendo o tipo caulinar mais usado
na propagacao vegetativa em razdo da maior disponibilidade de material e eficiéncia
na producgédo de novas plantas (Ono e Rodrigues, 1996).

As estacas caulinares podem ser classificadas, quanto ao tipo de tecido, em
lenhosas, com tecido maduro e lignificado; semilenhosas, com tecidos maduros,
mas pouco lignificados; e herbaceas, com tecidos jovens e nao lignificados
(Hartmann et al., 2011). Segundo os autores, as estacas herbaceas séo originarias
de plantas com habito herbaceo, entretanto, Xavier et al. (2013) consideram estacas
herbaceas aquelas de consisténcia tenra e apicais. Estacas provenientes de
brotacbes do ano também possuem consisténcia herbacea em razdo da maior
juvenilidade dos tecidos (Fachinello et al., 2005).

A estaquia s6 é possivel dada a totipotencialidade das células vegetais em
manifestar, em momentos diferentes e sob estimulos apropriados, a potencialidade
em iniciar um novo individuo multicelular (Xavier et al., 2013). Essa capacidade é
mediada pelo processo de desdiferenciacdo, em que células previamente
diferenciadas iniciam divisdo e formam um novo ponto meristematico de crescimento
(Hartmann et al., 2011). Assim, o enraizamento das estacas tem origem no grupo de
células proximas ao corte, que retornam as suas funcdes meristematicas,
convertendo-se em primérdios radiciais (Hartmann et al., 2011).

A propagacdo vegetativa por estaquia envolve a presenca de Varios
compostos enddgenos a estaca, com destaque para as auxinas que sao hormdnios
vegetais indispensaveis a vida das plantas, cujos efeitos sdo manifestados conforme
a concentracdo. As auxinas sao constituidas por moléculas que apresentam em sua
estrutura uma cadeia lateral 4cida ligada a um anel aroméatico, distantes em 0,5 nm
entre si, para que tenham atividade auxinica. Moléculas com atividade auxinica sdo
sintetizadas nos tecidos com répida divisdo celular e crescimento, e sédo
translocadas para os sitios de resposta por transporte polar, seguindo um
movimento unidirecional do apice para a base das plantas. Trata-se de um horménio
que influéncia praticamente todos os estadios do desenvolvimento vegetal, da
germinacao a senescéncia (Mercier, 2004; Taiz e Zeiger, 2009).

A primeira auxina natural identificada nos vegetais foi o acido indol-3-acético

(AIA), considerada a mais abundante e a de maior relevancia fisiologica.
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Posteriormente, varias outras auxinas foram descobertas, como o &cido 4-
cloroindolil-3-acético (4-cloroAlA), o acido fenilacético e o acido indolil-3-butirico
(AIB), as quais também exercem importantes funcées no desenvolvimento das
plantas (Taiz e Zeiger, 2009).

A importancia que o AlA exerce nas plantas induziu inGmeras investigacdes
em busca de compostos sintéticos, com constituicAo quimica e atividades
fisiolégicas semelhantes, cujos resultados foram a producéo de substancias como o
acido a-naftalenoacético (ANA) e o AIB (Mercier, 2004). O AIB como regulador
vegetal € uma substancia mais estavel e menos solivel em relagdo ao AlA, e
apresenta maior tolerancia a luz e ao sistema AlA-Oxidase, que é destrutivo para as
auxinas (Hartmann et al., 2011).

A formacédo de raizes adventicias em O6rgaos vegetativos € ocasionada em
resposta a concentracdo de auxina, dada sua atividade biolégica sobre a inducdo do
alongamento e divisdo celular em regi6es meristematicas e em tecidos totalmente
diferenciados, desde que haja a desdiferenciacdo das células destes tecidos,
retornando-as a condicéo totipotente (Taiz e Zeiger, 2009).

O modo de acdo das auxinas quanto ao alongamento e divisédo celular se
deve a acidificacdo da parede das células, resultante da extrusdo de protons através
da membrana plasmatica. A acidificacdo induz a ativacdo de proteinas da parede,
chamadas de expansinas, que causam o afrouxamento da parede por atuarem
sobre as ligacBes do tipo pontes de hidrogénio, existente entre as microfibrilas de
celulose e as hemiceluloses. O alongamento celular ocorre devido a entrada de
dgua e aumento da turgidez, ocasionados em funcdo da diferenca de potencial
hidrico entre os meios interno e externo da célula. O resultado desse processo é a
expansdo do vacuolo, que por sua vez pressiona a parede celular e promove o
deslizamento das microfibrilas de celulose anteriormente afrouxadas, tornando
possivel a divisdo celular (Mercier, 2004; Taiz e Zeiger, 2009).

Embora o efeito positivo das auxinas na estaquia seja comprovado para
varias espécies, em mangabeira a aplicacdo destes reguladores ndo tem logrado
éxito na producdo de mudas. Ledermann et al. (1989) e Borges e Zica (1994),
utilizando estacas caulinares e com aplicacdo de reguladores vegetais, nao
constataram enraizamento satisfatério.

Varios outros fatores interferem no sucesso do enraizamento de estacas,

como as caracteristicas genéticas, idade da planta matriz, armazenamento,
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sanidade, tipo da estaca, presenca ou auséncia de cofatores de enraizamento,
temperatura, luminosidade, umidade e a qualidade do substrato (Fachinello et al.,
2005; Xavier et al., 2013). Para muitas espécies nativas, os resultados obtidos para
enraizamento sdo baixos ou simplesmente nulos, fazendo dessa tecnologia

insuficiente para a producgéo clonal de mudas (Xavier et al., 2013).

2.3.2. Bases anatomicas do enraizamento de estacas

A importancia do conhecimento da estrutura interna do caule da espécie
utilizada na estaquia pode permitir que se conhe¢a 0s motivos do insucesso do
enraizamento (Bortoloni et al., 2008). A formacéo de raizes adventicias pode ser
considerada como uma sequéncia de eventos bioguimicos e histologicos (Moreira et
al., 2000). Em plantas com crescimento secundéario ocorrem dois modos distintos de
formacdo de raizes adventicias. O primeiro é denominado de desenvolvimento
direto, no qual o primérdio radicular tem origem nos meristemas, em tecidos vivos do
floema secundario, nos raios vasculares e no cambio. O segundo €é o
desenvolvimento indireto, no qual ocorre proliferacdo de um tecido indiferenciado na
base da estaca, chamado de calo, antes da formacgdo do primérdio radicular
(Hartmann et al., 2011).

A rizogénese, resposta desejada apos o procedimento realizado pela técnica
de estaquia, € um processo complexo que envolve o redirecionamento do
desenvolvimento de células totipotentes para a formacdo de um meristema
direcionado a formagéao de um novo sistema radicular (Xavier et al., 2013). Segundo
Hartmann et al. (2011), durante o enraizamento de estacas podem ser identificadas
algumas fases, conforme as transformacbes que ocorrem: (1) as células ja
diferenciadas retornam a condicdo de totipoténcia e a desdiferenciacdo celular
resulta na formacdo de um novo tecido meristemético, com células iniciais para a
formacdo de raizes; (2) ha diferenciacdo dessas células iniciais em raizes
reconheciveis e; (3) ocorre o0 crescimento e emergéncia das raizes adventicias, as
quais proporcionardo a sustentacdo da nova planta.

No caule de algumas espécies existem fibras com paredes celulares
espessas, que envolvem o floema secundario e podem formar uma camada
esclerenquimatica, sendo que o grau de continuidade desta camada € inversamente

proporcional a capacidade de emissdo de primordios radiciais (Ono e Rodrigues,
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1996), caracteristicas presentes na grande maioria de estacas coletadas de plantas
adultas (White e Lovell, 1984).

Em estudos sobre enraizamento e anatomia de estacas de Calliandra
brevipes Benth, Mayer et al. (2008) verificaram a presenca de uma camada continua
de fibras periciclicas e sugeriram que essa pode ser uma das causas para a baixa
porcentagem de enraizamento. A dificuldade de enraizamento de espinheira-santa
(Maytenus muelleri Schwacke) encontrada por Lima et al. (2011) também esti
relacionada com a presenca de um anel esclerenquimatico quase continuo no cortex
caulinar, composto de fibras periciclicas e esclereides, o qual constitui barreira
mecanica a emissdo de raizes. Todavia, alguns autores relataram que a presenca
do anel de fibras ndo foi um empecilho para o enraizamento de estacas de
Tibouchina sellowiana (Cham.) Cogn, (Bortolini et al., 2008) e varias espécies de
eucaliptos (Bryant e Trueman, 2015).

O desenvolvimento de raizes adventicias em Tibouchina sellowiana nédo
ficou esclarecido, porém é perceptivel sua conexao vascular entre o caule e o xilema
(Bortolini et al., 2008). Raizes adventicias de Calliandra brevipes Benth e de
Calliandra tweedii Benth tém origem direta da regido externa do floema junto ao
periciclo ou da regido interna do floema secundario proximo ao cambio (Mayer et al.,
2008). Em estacas de Maytenus muelleri a origem das raizes adventicias é a partir
do cambio ou do periciclo, externamente ao xilema (Lima et al., 2011), assim como
em Corymbia torelliana (F. Muell.) K.D. Hill & L.A.S. Johnson e Eucalyptus

camaldulensis Dehnh (Bryant e Trueman, 2015).

2.4, A ESPECIE Hancornia speciosa Gomes

2.4.1. Ocorréncia, caracterizacao botanica e biologia reprodutiva

A mangabeira (H. speciosa Gomes) (Figura 1) é uma espécie frutifera
pertencente a familia Apocynaceae que ocorre espontaneamente nos Tabuleiros
Costeiros e Baixada Litoranea e Cerrados do Brasil. De acordo com Monachino
(1945), H. speciosa compreende seis variedades botanicas: speciosa Gomes,
maximiliani (A. DC.), cuyabensis (Malme), lundii (A. DC.), gardneri (A. DC.) Muell.
Arg. e pubescens (Nees. et Martius) Muell. Arg. Essa classificacdo, ainda muito

utilizada pelos taxonomistas, estd baseada nas diferencas morfologicas
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apresentadas pelas plantas, relacionadas as folhas, frutos e taxa de crescimento de
mudas no campo (Chaves, 2006; Ganga et al., 2009), por exemplo. No entanto, uma
reclassificacdo recente (Koch et al., 2014) sugeriu que muitas delas sdo sinonimias
e que a mangabeira pode ser classificada em apenas duas variedades (speciosa e

pubescens).

Figura 1 A-D A espécie H. speciosa. A. Planta adulta; B. Flor com pétalas de
coloragédo branca; C. Frutos do tipo baga; D. Sementes recém-extraidas do fruto.
Fotos: Fabiano Silva Soares, Petterson Baptista da Luz, 2016.

A variedade tipica, H. speciosa var. speciosa ocorre a partir do Nordeste
para o Centro-Oeste e Norte do pais. As variedades maximiliani e lundii tem
ocorréncia no Sudeste. A variedade botanica cuyabensis é encontrada no Mato
Grosso, mais especificamente na Chapada dos Guimardes, e a gardneri e
pubescens ocorrem no Brasil central (Monachino, 1945; Collevati et al., 2016).
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O reconhecimento das variedades ainda ndo esta completamente
esclarecido e estudos moleculares ja foram realizados visando investigar a variagao
genética. Moura (2003), ao comparar 15 plantas de folhas pubescentes com 40
plantas de folhas glabras de duas populacdes naturais de Goias, utilizando
marcadores RAPD, verificou que toda a variacado detectada, apenas 4,71% foram
devidos a variagdo entre variedades. Utilizando marcadores RAPD e microssatélites,
Nogueira et al. (2015) também observaram uma baixa divergéncia genética entre 34
genaotipos das seis variedades botanicas distribuidas em 27 localidades do Cerrado,
e que a auséncia de fragmentos microssatélites especificos para os diferentes
gendtipos analisados néo foi capaz de distinguir as variedades botanicas de
mangabeira (Nogueira et al., 2015). De uma forma ou de outra, esses autores
sugeriram que a diferenciacdo morfolégica entre as variedades é mais provavel
devido a deriva genética e a adaptacdo ecoldgica.

As plantas adultas dessa espécie apresentam porte arboreo (Figura 1-A),
gue variam de 4 a 15 m de altura e copa ampla, com ramos inclinados e numerosos.
E uma planta que exsuda latex de cor branca ou réseo-pélida por todos os tecidos.
Apresenta folhas simples, opostas, pecioladas, glabras ou pubescentes e coriaceas,
de forma e tamanho variado. Sua inflorescéncia possui de uma a cinco flores
hermafroditas e completas, com pétalas de coloracdo branca e perfumada (Figura 1-
B). O fruto € uma baga elipsoidal ou arredondada, com exocarpo amarelo-
esverdeado, apresentando ou ndo manchas avermelhadas (Figura 1-C), polpa de
sabor bastante suave, doce, carnoso-viscosa, &cida, contendo de duas a trinta
sementes discoides, castanho-claras, delgadas, rugosas e com hilo no centro
(Figura 1-D) (Silva Junior e Lédo, 2006).

A mangabeira é uma planta semidecidual e heliéfita que apresenta maior
desenvolvimento vegetativo em épocas com temperaturas mais elevadas (24-26 °C),
pluviosidade entre 750 e 1.600 mm anuais e solos pobres e arenosos (Nogueira e
Albuquergue, 2006). No Cerrado, esta associada aos tipos Latossolos Vermelho e
Vermelho-Amarelo distréfico, Neossolos Quartzarénicos distréficos, Cambissolos
distréficos, Plintossolos pétricos concrecionarios e afloramentos rochosos (Ganga et
al., 2010). A floragcéo se inicia no més de julho, prolongando-se até setembro, e a
frutificacdo ocorre entre setembro e dezembro (ISA, 2009).

O sistema de cruzamento foi avaliado por Darrault e Schulindwein (2005) em

um trabalho de campo com cinco arvores adultas de mangabeira. Os autores
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constataram que a espécie € autoincompativel e que a morfologia floral apresenta
um papel funcional que Ihe confere um sistema de polinizagdo cruzada, além de
permitir economia na producdo de podlen. Relataram também o desenvolvimento
inicial de frutos provenientes de flores autopolinizadas, o que pode estar relacionado
a um mecanismo de autoincompatibilidade tardio.

A polinizagéo das flores é realizada por insetos de onze espécies de abelhas
(Hymenoptera) e 23 de Lepdoptera nos periodos diurno e noturno. Destas, 50%
referem-se a Sphingidae, 39% a Hesperiidae e 9% a Nymphalidae. Durante o dia, 0s
visitantes florais sdo as abelhas Euglossini e borboletas Nymphalidae, com os
hesperideos mais frequentes nos periodos crepusculares matutinos e os esfingideos
a noite (Darrault e Schulindwein, 2005).

De acordo com Collevati et al. (2016), para quatro variedades botanicas de
mangabeira (var. gardneri, pubescens, cuyabensis e speciosa) estabelecidas em
condicdes de campo, a dispersdo de pélen atingiu uma distancia maxima maior que
160 m, embora a média de distancia de dispersao foi curto (53,5 m) e a maior
dispersdo de podlen (64%) ocorreu em distancias inferiores a 60 m. Como a
densidade de arvores foi relativamente alta (190,3 arvores.ha), a disperséo de
pélen ndo apresentou correlacdo com a distribuicdo espacial das arvores, porém,
favoreceu uma alta taxa de cruzamento, perto de 1,0, confirmando que nao existe
isolamento reprodutivo entre as variedades botanicas avaliadas e também a
evidéncia de autoincompatibilidade. Cerca de 9,1% dos cruzamentos foram
relacionadas as plantas com algum grau de parentesco, demonstrando que

cruzamentos endogamicos podem acontecer.

2.4.2. Utilizac&o e importancia socioecondmica

Pelo aroma e sabor que apresentam, o fruto da mangabeira € uma das mais
populares produtoras de matéria-prima para a agroindustria do Nordeste do Brasil.
Séo utilizados, sobretudo, para a fabricacdo de sucos, polpas congeladas e
sorvetes. O fruto também pode ser consumido in natura ou utilizado no preparo de
doces secos, compotas, geleias, vinho e vinagre (Lederman et al., 2000). Por isso, a
mangaba tem se destacado em potencial econdmico e vem despertando o interesse
crescente de consumidores e dos setores ligados a sua industrializagdo e comeércio
(Ganga et al., 2010).
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A polpa € composta por agua (83,3%), carboidratos (8,61%), fibras (4,5%),
lipideos (2,3%), proteinas (0,86%) e cinzas (0,43%), além de apresentar uma
elevada acidez, teor de solidos soluveis médios (13,1 °Brix) e baixo conteudo de
acUcar redutor (9%) e valor calérico (58,58 kcal 100 g1) (Assumpcéo et al., 2014). E
fonte dos minerais calcio, ferro, zinco, sédio, fésforo, manganés e cobre (Silva et al.,
2008; Pereira et al.,, 2010). O alto contelido de vitamina C (165,82 mg 100g?) e
vitamina E (2.732,5 pg 100g') mostram que a polpa pode compor a dieta de
criancas e adultos (Cardoso et al., 2014).

A mangaba é considerada um alimento funcional com propriedades
antioxidante, antidiabética e antiobesidade (Baildo et al., 2015). Cardoso et al.
(2014) mencionam os compostos [-caroteno, B-criptoxantina, acido ascorbico, a-
tocoferol, a-, p- e y-tocotrienol, THF, 5-MTHF e 5-FTHF como o0s principais
antioxidantes naturais. Compostos volateis também foram identificados, incluindo a
classe dos é&lcoois, aldeidos, terpenos, ésteres, cetonas e hidrocarbonetos,
responsaveis pelo sabor caracteristico do fruto e desempenho dos seus produtos
(Assumpcéo et al., 2014; Lima et al., 2015).

Além do fruto, outras partes da planta tém propriedades medicinais, como a
casca utilizada para tratar gastrite causada por Helicobacter pylori (Moraes et al.,
2008), e o latex que apresenta atividade anti-inflamatéria (Marinho et al., 2011). O
extrato das folhas é eficiente no tratamento da hipertensédo (Silva et al., 2011) e do
diabetes (Pereira et al.,, 2015). Além disso, o latex é considerado uma fonte
alternativa de borracha natural (Medeiros et al., 2010) e as sementes fontes de bio-
Oleo (Santos et al., 2015).

A producdo de frutos € quase que totalmente extrativista e, segundo as
estatisticas da extracdo vegetal do Brasil (IBGE, 2015), a producdo em 2014 foi
equivalente a 685 toneladas, das quais a maioria proveio da regido Nordeste. Os
estados de Sergipe, Paraiba e Bahia foram os de maior producado, respondendo
respectivamente por 52%, 14% e 13% do total nacional. No periodo de 1996 a 2002,
o estado de Minas Gerais apresentou uma producdo equivalente a de Sergipe;
porém perdeu expressividade a partir do ano de 2003. Nesse periodo, Mato Grosso
também aparece como um pequeno produtor da fruta. Atualmente, o Unico
representante da regido Centro-Oeste no cenario nacional é o estado de Goias, com
uma producdo estimada da fruta em 5 toneladas (Tabela 1). Esses numeros

mostram que a expressividade da producao de frutos na regido Nordeste esta ligada
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a tradicdo da populacdo local em apreciar a fruta e a existéncia de um mercado
consolidado para sua comercializacdo. Para as demais regides do pais, o mercado
estd em expansdo e por isso os dados do extrativismo sdo relativamente mais

baixos quando comparado ao Nordeste.

Tabela 1 Producédo nacional de mangaba (toneladas), no periodo de 1990 a 2014.
Fonte: IBGE (2015).

Anos MA PI CE RN PB AL SE BA MG MT GO Brasil
1990 1 1 - 30 487 - 102 351 1 - - 972
1991 1 1 - 31 73 - 93 379 1 - - 580
1992 1 1 - 29 29 - 89 391 1 - - 541
1993 2 1 - 23 15 83 154 4 - - 281
1994 2 1 - 27 9 - 78 185 3 - - 305
1995 2 1 - 30 9 - 83 183 3 - - 310
1996 1 0 - 31 15 - 546 194 572 5 - 1.364
1997 O 0 - 35 13 - 514 185 526 5 - 1.279
1998 O - - 31 - - 524 152 519 4 - 1.231
1999 O - - 27 - - 517 160 508 1 - 1.212
2000 O - - 27 - - 524 170 498 1 - 1.222
2001 O - - 28 - - 492 170 490 1 - 1.181
2002 O - - 31 - 32 475 163 445 1 - 1.147
2003 - - - 63 - 37 500 164 235 - - 999
2004 - - - 76 - 31 509 169 5 - - 790
2005 - - - 79 48 19 497 163 5 - - 811
2006 - - - 71 49 9 520 170 6 - - 824
2007 1 - - 55 96 8 436 172 4 - - 773
2008 1 - - 60 99 8 397 142 4 - - 711
2009 1 - 0 37 100 32 386 138 4 - - 699
2010 1 - 0 44 99 33 401 142 1 - - 7122
2011 1 - 0 85 79 34 351 128 1 - 1 680
2012 1 - 0 79 89 33 367 105 1 - 0 677
2013 1 - 0 81 95 33 327 100 1 - 0 639
2014 2 - 38 71 93 34 353 89 1 - 5 685

AL: Alagoas; BA: Bahia; CE: Ceara; GO: Goias; MA: Maranhdo; MG: Minas Gerais; MT: Mato Grosso;
PB: Paraiba; PI: Piaui; RN: Rio Grande do Norte e SE: Sergipe.
*Valor zero atribuido onde, por arredondamento, o total ndo atinge a unidade de medida.

O mercado para esta fruta encontra-se principalmente na regido Nordeste do
pais, podendo ser encontrada em comércios informais nas ruas ou nas feiras e

mercados municipais. A comercializacdo é totalmente dependente da oferta da fruta,
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que no auge é vendida ao maior numero de compradores, como donos de
lanchonetes, varejistas, consumidores e intermediarios. Quando a fruta ainda é
relativamente rara, a venda é realizada diretamente aos consumidores porque é
mais lucrativa (Mota et al., 2008). No litoral Sul de Sergipe a caixa com 27 kg no
periodo da safra € vendida por um valor entre R$ 15,00 e R$ 20,00 e o litro entre R$
1,00 e R$ 3,00, enquanto que na entressafra os valores sao reajustados e a caixa é
comercializada por um preco que varia entre R$ 50,00 e R$ 60,00 e o litro entre R$
5,00 e R$ 6,00 (Santos e Souza, 2016).

A conquista de novos mercados estd condicionada a implantacdo de
pomares comerciais, pois a producao extrativista mal atende a demanda do mercado
consumidor local. A grande demanda desse mercado, aliada a baixa oferta do
produto, estdo entre os principais fatores responsaveis pelo desconhecimento da
mangaba pela maioria da populacdo brasileira, o que inviabiliza a divulgacao,
comercializacdo e distribuicdo de polpa processada em todo o territorio.
Considerando a sua alta cotacdo e aceitacdo entre seus habituais consumidores,
vislumbra-se um enorme mercado potencial em expansao (Lederman et al., 2000).

A mangabeira tem, ainda, representacdo importante no contexto
socioeconémico, pois inumeras familias tém, na colheita e comercializacdo da
mangaba, uma importante ocupacédo e fonte de renda. De acordo com Mota et al.
(2008), os frutos sdo colhidos por mulheres, autodenominadas de catadoras, as
guais sao responsaveis também pelo pés-colheita e venda. Estas catadoras ainda
contribuem para a conservagao dos remanescentes (Santos e Souza, 2016), apesar
de estudos apontarem que o0 extrativismo malsucedido pode resultar na reducéo de

individuos das popula¢@es naturais (Lima et al., 2013).
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4. CAPITULO | - DIVERSIDADE FENOTIPICA DE MANGABEIRA (Hancornia
speciosa GOMES) COM BASE EM CARACTERISTICAS FISICAS E FISICO-
QUIMICAS DE FRUTOS

RESUMO

SOARES, Fabiano Silva; M. Sc.; UNIVERSIDADE DO ESTADO DE MATO
GROSSO; Setembro de 2016. Diversidade fenotipica de mangabeira (Hancornia
speciosa Gomes) com base em caracteristicas fisicas e fisico-quimicas de frutos.
Orientador: Petterson Baptista da Luz. Coorientadora: Ana Aparecida Bandini Rossi.

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) é uma fruteira que ocorre
espontaneamente no Cerrado, utilizada tradicionalmente, tanto no consumo in
natura como na forma de sorvetes, sucos, geleias e compotas, mas ainda pouco
explorada economicamente. O trabalho teve por objetivo avaliar a divergéncia de 58
arvores matrizes de mangabeira da regido de Céaceres e Chapada dos Guimaraes,
estado de Mato Grosso, utilizando caracteristicas fisicas e fisico-quimicas do fruto.
As seguintes afericdes foram realizadas nos frutos maduros: diametro longitudinal
(DLF), didmetro transversal (DTF) e massa do fruto (MF), nUmero de sementes (NS)
e massa total de sementes (MTS), massa de polpa mais casca (MPC) e rendimento
de polpa mais casca (REND). As caracteristicas fisico-quimicas avaliadas no fruto
maduro foram: pH, solidos sollUveis totais (SST), acidez titulavel (AT) e o ratio
(relacdo SST/AT). Os resultados médios foram: DLF (4,47 cm), DTF (4,24 cm), MF
(44,23 g), NS (17), MTS (3,30 g) MPC (40,78 g), REND (91,18%), pH (3,67), SST
(15,1 °Brix), AT (0,97%) e ratio (18,6). A analise de agrupamento permitiu a
formacdo de seis grupos pelo método UPGMA e doze grupos pelo método de
Tocher, alocando as matrizes dentro de cada grupo pelo local de coleta. As
caracteristicas MF e MPC foram as que mais contribuiram para a divergéncia entre
as arvores matrizes. As matrizes CAC14, CAC21, CAC15, CAC28 e CAC34 foram
as gue apresentaram 0s maiores valores para as caracteristicas fisicas e fisico-
quimicas avaliadas, e podem ser utilizadas na comercializagcdo dos frutos e para

futuros trabalhos de melhoramento genético da espécie.

Palavras-chave: Cerrado, mangaba, variabilidade, fruto.
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PHENOTYPIC DIVERSITY OF MANGABEIRA (Hancornia speciosa GOMES)
BASED ON PHYSICAL AND PHYSICAL-CHEMICAL CHARACTERISTICS OF
FRUITS

ABSTRACT

SOARES, Fabiano Silva; M. Sc.; UNIVERSIDADE DO ESTADO DE MATO
GROSSO; September 2016. Phenotypic diversity of mangabeira (Hancornia
speciosa Gomes) based on physical and physical-chemical characteristics of fruits.
Advisor: Petterson Baptista da Luz. Co-advisor: Ana Aparecida Bandini Rossi.

The mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) is a native fruit tree of the Cerrado,
traditionally used either for in natura consumption or in the form of ice cream, juices,
jellies and jams, but still economically unexploited. The study aimed to evaluate the
divergence among 58 mangabeira mother trees from the region of Caceres and
Chapada dos Guimaraes, State of Mato Grosso, using physical and physical-
chemical characteristics of fruit. longitudinal diameter (DLF), transversal diameters
(DTF) and fruit mass (MF), number of seeds (NS) and total mass of seeds (MTS),
pulp and peel mass (MPC) and pulp and peel yield (REND). The fruit physical-
chemical characteristics evaluated were: pH, total soluble solids (SST), titratable
acidity (AT) and ratio (SST/AT). The average results were: DLF (4.47 cm), DTF (4.24
cm), MF (44.23 g), NS (17), MTS (3.30 g) MPC (40.78 g), REND (91.18%), pH
(3.67), SST (15.1 °Brix), AT (0.97%) and ratio (18.6). Cluster analysis allowed the
formation of six group by UPGMA method and twelve group by Tocher method,
locating the mother trees in each group by the sampling location. The traits MF and
MPC had the highest contributions to the divergence among the mother trees. The
mother trees: CAC14, CAC21, CAC15, CAC28 and CAC34 showed the highest
values for the physical and physical-chemical characteristics evaluated, and might be
used for commercialization of the fruits and future breeding programs for the genetic

improvement of the species.

Keywords: Cerrado Biome, mangaba, variability, fruit.
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INTRODUCAO

O Cerrado é a segunda maior formacao vegetal da América do Sul, atras
somente da Amazobnia, cobrindo 22% do territério brasileiro e presente em nove
estados, incluindo Mato Grosso na regido Centro-Oeste do pais. Este bioma
apresenta uma grande riqueza de espécies frutiferas pouco exploradas pela
populacao local. Em razdo do seu aroma e sabor caracteristico, os frutos nativos
podem ser utilizados na agroindudstria e contribuir na geracao de renda na agricultura
familiar (Vieira et al., 2010).

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes), pertencente a familia
Apocynaceae, € uma espécie frutifera do Cerrado brasileiro que apresenta porte
meédio, atingindo de 4 m de altura, e suas inflorescéncias produzem de 1 a 5 flores
(hermafroditas), com pétalas de coloracdo branca e perfumadas (Silva Junior e
Lédo, 2006). A espécie é alogama, onde as flores atraem visitantes florais diurnos e
noturnos, principalmente Lepidoptera (Darrault e Schlindwein, 2005). Em geral, a
floracdo ocorre entre julho e setembro, e os frutos aparecem entre setembro e
dezembro no Cerrado (ISA, 2009).

O fruto da mangabeira € uma baga de forma arredondada ou elipsoidal com
um exocarpo amarelo ou esverdeado, apresentando ou nédo pigmentacao vermelha
guando maduro. Sua polpa é esbranqui¢cada, carnuda, viscosa, doce e ligeiramente
acida, contendo de duas a 30 sementes. A fruta é bastante apreciada pela
populacdo local e pode ser consumida fresca ou em forma de sorvetes, sucos,
geleias e compotas (Silva Junior e Lédo, 2006).

Em termos de valor nutricional, a polpa da mangaba é rica em vitamina C
(165,82 mg 100 g), fonte de fibras alimentares (11,6 g 100 g*) e apresenta baixo
valor energético (64,8 kcal 100 g*) (Cardoso et al., 2014). Possui niveis elevados de
calcio, ferro e zinco (Silva et al., 2008), além de carotendides e antioxidantes
naturais que atribuem propriedades funcionais ao fruto (Baildo et al., 2015).

Apesar das suas potencialidades, na regido do Cerrado a mangabeira nao
possui pomares organizados ou implantados com a finalidade de exploracéo racional
da producdo de frutos, sendo a espécie um produto essencialmente extrativista.
Neste sentido, o conhecimento da variabilidade genética nas populacdes naturais

pode indicar o potencial de progénies e auxiliar na escolha daquelas que séo
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adequadas aos programas de melhoramento genético, conservacao da espécie e
plantios comerciais (Ganga et al., 2009).

Um instrumento para detectar a variabilidade genética de uma espécie é
através da caracterizacao fisica e fisico-quimica dos frutos (Nascimento et al., 2014).
Tais caracteristicas sdo fatores de qualidade importantes a utlizacdo e
comercializagao da polpa, bem como na elaboragdo de produtos industrializados
(Chitarra e Chitarra, 2005). Em mangabeira, os estudos de divergéncia genética com
base em caracteres fisicos e fisico-quimicos do fruto, apesar de incipientes, sao
encontrados na literatura (Freitas et al., 2012; Silva et al., 2013).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a diversidade fenotipica entre
arvores matrizes de mangabeira, provenientes de dois municipios do estado de Mato

Grosso, por meio de caracteristicas fisicas e fisico-quimicas do fruto.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Populacbes de mangabeira foram amostradas nos municipios de Céaceres e
Chapada dos Guimaraes, abrangendo o Centro-Sul do estado de Mato Grosso
(Tabela 1). Em cada localidade, as arvores foram encontradas por caminhamento e
selecionadas pelo bom aspecto fitossanitario. Cada matriz recebeu uma placa de
aluminio contendo um codigo de identificacdo. As coordenadas geograficas foram
obtidas por meio de receptor Global Positioning System (GPS), com precisédo

aproximada de 4 m.

Tabela 1 Localizacdo, coordenadas, altitude e niumero de arvores matrizes (N)
amostradas por localidade no estado de Mato Grosso.

Localidade N Latitude (S) Longitude (O)  Altitude (m)
Céceres 26 16° 14' 44" 57°29' 20" 431
Chapada dos Guimaraes 32 15°06' 47" 55° 39' 35" 352
Total 58 - - -

O clima da regido € o quente subumido, classificado como tropical de
savana (Aw), segundo Kdppen. A temperatura média anual fica em torno de 22 a 24

°C, com maximas absolutas podendo ultrapassar os 40 °C e as minimas absolutas
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atingindo valores préximos de zero. A precipitacdo oscila entre 1.200 e 1.800 mm
anuais. A regiao apresenta solos arenosos e pontos com afloramento rochoso, e a

vegetacao pertence a formacéo Cerrado sentido restrito.

Caracterizacao dos frutos

Foram coletados frutos maduros ou com sinais de maturacado de cada uma
das 58 arvores matrizes de mangabeira. Os frutos maduros apresentavam casca
com coloracdo amarelada e consisténcia mole, enquanto que os frutos ainda em
estagio de maturacdo possuiam casca de coloragcdo esverdeada e consisténcia mais
firme. As coletas aconteceram nos meses de outubro de 2014 e dezembro de 2015,
respectivamente para as populacbes de Chapada dos Guimardes e Caceres, no
periodo matutino. No Laboratério de Sementes e Plantas Ornamentais da
Universidade do Estado de Mato Grosso, em Céaceres-MT, foram realizadas as
avaliagbes individualizadas em cinco frutos maduros de cada arvore amostrada. Os
frutos completaram a maturacdo apdés o seu acondicionamento em bandejas de
polietileno sobre bancada do laboratério. Para as avaliacdes fisicas dos frutos foram
consideradas:

a. Diametro longitudinal do fruto (DLF): medicdo do ponto de inser¢cdo do
pedunculo a parte oposta deste com auxilio de paquimetro digital, expresso em
centimetros.

b. Diametro transversal do fruto (DTF): medicdo da regido mediana com
auxilio de paquimetro digital, expresso em centimetros.

c. Massa do fruto (MF): pesagem em balanca digital do fruto inteiro,
expresso em gramas.

d. Nomero de sementes por fruto (NS): contagem manual de todas as
sementes do fruto, expresso em unidades.

e. Massa total das sementes (MTS): pesagem em balanca digital de todas
as sementes do fruto, expresso em gramas.

f. Massa da polpa mais casca (MPC): diferenca entre a massa do fruto e a
massa total das sementes, expresso em gramas.

g. Rendimento de polpa mais casca (REND): divisdo entre a massa da polpa
mais casca pela massa do fruto, expresso em percentagem.

Na caracterizacdo fisico-quimica, a polpa dos frutos foi embalada

individualmente por arvore matriz, identificada e congelada a aproximadamente -18
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°C. As amostras foram descongeladas em geladeira e homogeneizadas em
liquidificador, seguindo as determinagbes do Instituto Adolf Lutz (2008), em
triplicatas, de:

a. Potencial hidrogenibnico (pH): determinado por meio da diluicdo de cinco
gramas da polpa para 50 mL! de 4gua destilada com pHmetro digital calibrado com
solugéo de pH 4,0 e 7,0.

b. Sdlidos solaveis totais (SST): determinado pela analise de uma aliquota
da polpa em refratbmetro digital na temperatura de 25 °C, expresso em °Brix.

c. Acidez tituldvel (AT): determinada por meio da diluicdo de cinco gramas
da polpa para 50 mL! de &gua destilada. Foram adicionadas trés gotas de
fenolftaleina com posterior titulacio com NaOH (0,1N) até mudanca da cor da
solucéo para levemente résea. O resultado foi expresso em porcentagem de acido
citrico.

d. Ratio: obtido pela relacdo direta dos valores de solidos solUveis totais e

acidez titulavel.

Analises estatisticas

Os dados foram analisados por estatistica descritiva, utilizando-se das
medidas de tendéncia central (média) e de variabilidade dos dados (desvio-padréo e
coeficientes de variacdo). Foram realizadas andlises multivariadas por meio dos
componentes principais e analise de agrupamento pelos métodos hierarquico de
UPGMA (Unweighted Pair Group Method Arthmetic Average) e de otimizacdo de
Tocher, utilizando como medida de dissimilaridade a distancia Euclidiana média
padronizada. A importancia relativa das caracteristicas para a divergéncia fenotipica
foi estimada pelo método de Singh (1981). Todas as andlises foram realizadas no
programa Genes (Cruz, 2013). O software R versédo 3.2.4 (R Core Team, 2016) foi
utilizado para estabelecer o dendrograma e o gréfico de dispersao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A amplitude dos valores indicou a existéncia de consideravel variabilidade
fenotipica entre as arvores matrizes, informacdo esta confirmada pelas estimativas
do coeficiente de variagdo, com valores desde 4,30% para o rendimento de polpa

mais casca até 56,20% para a massa total de sementes (Tabela 2). Com excec¢éo do
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rendimento de polpa mais casca, pH, didmetro longitudinal e transversal, e sdlidos

solaveis totais, os coeficientes de variacao foram bastante expressivos, o que ja era

esperado por se tratar de uma espécie ainda ndo domesticada.

Tabela 2 Médias dos resultados de diametro longitudinal do fruto (DLF), diametro
transversal do fruto (DTF), massa do fruto (MF), nimero de sementes (NS), massa
total de sementes (MTS), massa da polpa mais casca (MPC), rendimento de polpa
mais casca (REND), potencial hidrogeniénico (pH), sélidos sollveis totais (SST),
acidez titulavel (AT) e o ratio (SST/AT) de arvores matrizes de mangabeira.

DLF

DTF

MF

MTS

MPC

REND

SST

AT

Matiz  em) em @ N @ @ () CBrix) (%) "ATIO
CACO01 4,76 4,69 66,29 28 7,40 58,89 88,84 3,30 14,5 0,78 18,7
CACO02 4,65 4,59 51,93 2,59 49,35 95,02 3,09 18,2 1,54 11,8
CACO03 3,81 3,80 28,08 1,26 26,82 95,50 2,98 16,1 1,51 10,6
CAC04 3,49 3,46 23,42 1,10 22,76 97,17 3,50 17,6 1,31 13,4
CACO06 4,69 4,56 53,74 1,59 52,47 97,64 3,15 15,4 1,41 10,9
CACO7 4,79 4,51 54,05 17 3,07 51,59 95,46 3,23 19,0 1,04 18,3
CACO08 4,92 4,71 54,87 34 5,50 49,37 89,97 2,99 12,6 1,18 10,7
CACO09 4,70 4,75 56,37 16 3,88 52,50 93,12 2,87 14,4 1,62 8,9
CAC10 5,01 4,48 51,07 16 3,90 47,17 92,36 3,25 18,0 1,34 13,4
CAC11 4,99 4,72 59,71 21 4,35 55,36 92,71 3,37 16,2 1,21 13,3
CAC13 517 4,84 63,46 13 3,53 59,93 94,44 3,27 17,2 1,22 14,1
CAC14 5,38 5,16 73,76 28 6,15 67,61 91,67 3,33 11,9 1,16 10,2
CAC15 6,64 6,48 139,63 29 9,90 129,73 92,91 3,23 15,9 1,00 15,9
CAC17 4,59 4,52 48,03 13 2,65 45,38 94,49 3,27 14,1 1,12 12,6
CAC18 511 4,71 59,80 18 5,36 56,59 94,62 2,85 18,5 1,30 14,2
CAC19 3,78 3,56 26,32 5 1,15 20,14 76,51 3,26 18,9 1,28 14,8
CAC21 571 5,46 79,98 25 6,60 73,38 91,75 3,04 16,9 1,46 11,6
CAC22 3,75 3,19 19,33 0,71 15,04 77.79 3,08 15,8 1,90 8,3
CAC23 4,15 4,03 36,98 1,55 36,67 99,16 3,00 20,2 1,42 14,2
CAC26 5,08 4,96 66,06 10 2,42 63,63 96,33 3,00 15,6 1,50 10,4
CAC27 4,53 4,36 45,40 10 2,16 43,25 95,25 2,98 18,0 1,47 12,3
CAC28 6,03 6,03 121,84 23 7,78 114,06 93,62 2,84 19,5 1,56 12,5
CAC30 4,07 4,15 36,71 6 1,45 35,26 96,05 3,10 15,9 1,21 13,1
CAC31 4,31 4,67 51,24 10 3,48 47,76 93,22 3,07 16,5 2,23 7,4
CAC32 5,18 4,55 52,44 15 2,64 49,80 94,96 3,24 18,9 1,31 14,4
CAC34 5,05 5,22 75,71 25 6,85 63,84 84,33 2,90 15,2 1,91 7,9
CHPO1 4,72 4,85 59,96 32 4,42 55,55 92,63 3,97 22,3 0,88 25,5
CHPO2 4,54 4,33 44,53 35 4,63 39,90 89,60 3,97 14,4 0,74 19,5
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Tabela 2 (continuacéo...)

DLF

DTF

MF

MTS

MPC

REND

SST

AT

Matiz  em) @em) @ N @ @ @ PP oemig @) RATIO
CHPO3 3,73 3,66 26,47 11 1,86 24,61 92,98 4,20 14,4 0,35 40,9
CHPO4 4,09 3,67 30,42 25 3,88 26,54 87,25 4,15 16,3 0,54 30,0
CHPO5 4,05 3,74 26,47 17 2,49 23,98 90,60 3,99 14,3 0,48 29,6
CHPO6 412 3,57 24,90 11 1,68 23,22 93,26 4,06 11,4 0,69 16,5
CHPO7 3,27 3,37 18,04 17 2,24 15,80 87,58 419 11,5 0,66 17,4
CHPO8 4,83 4,39 43,11 28 4,42 38,69 89,74 4,41 11,1 0,57 19,3
CHPO9 4,17 3,74 32,63 17 3,11 29,52 90,47 4,09 17,3 0,59 29,2
CHP10 5,15 4,75 55,72 32 4,97 50,75 91,07 4,32 13,9 0,45 31,2
CHP11 4,46 4,37 46,56 18 3,28 43,27 9295 4,28 16,6 0,45 37,0
CHP12 4,07 3,74 27,38 13 1,78 25,60 93,49 4,03 13,7 0,52 26,4
CHP13 4,62 4,30 42,93 26 3,79 39,14 91,18 4,00 15,9 0,69 23,0
CHP14 4,29 4,01 35,31 17 2,26 33,06 93,61 4,09 15,3 0,51 29,9
CHP15 4,21 3,56 25,84 11 2,63 23,21 89,81 4,41 10,6 0,52 20,4
CHP16 4,46 3,78 33,24 22 3,17 30,06 90,45 4,23 14,1 0,49 28,6
CHP17 4,64 4,39 43,49 16 3,02 40,47 93,06 4,04 14,5 0,56 25,8
CHP18 3,85 3,67 28,23 15 2,57 2566 90,90 4,12 16,9 0,86 19,6
CHP19 3,70 3,61 23,54 10 1,61 21,93 93,14 3,99 14,4 0,59 24,4
CHP20 3,39 3,35 18,43 10 1,67 16,75 90,91 4,26 16,4 0,49 33,3
CHP21 4,01 3,53 24,48 11 2,14 22,34 91,27 3,53 15,6 1,31 11,8
CHP22 4,53 4,54 46,93 17 2,49 44,44 94,70 4,08 12,5 0,54 23,2
CHP23 3,30 3,25 18,77 5 1,08 17,69 94,24 4,22 16,9 0,61 27,5
CHP24 3,97 3,52 23,20 14 2,38 20,82 89,73 3,97 12,6 0,84 14,9
CHP25 3,69 3,25 20,51 7 1,11 19,40 94,60 3,97 17,1 0,70 24,3
CHP26 4,60 4,41 41,65 26 4,30 37,35 89,69 4,15 9,3 0,65 14,3
CHP27 3,81 3,65 22,27 23 3,09 19,18 86,11 4,12 9,0 0,86 10,4
CHP28 4,26 3,90 29,81 17 2,38 27,44 92,03 4,45 9,7 0,45 21,5
CHP29 4,60 4,58 44,24 22 3,53 40,71 92,03 4,14 12,4 0,57 21,5
CHP30 4,63 4,45 44,01 23 4,35 39,66 90,11 4,00 11,2 0,62 18,0
CHP31 4,48 4,12 35,62 18 2,98 32,65 91,64 4,14 12,2 0,59 20,7
CHP32 4,49 3,85 30,42 19 3,12 27,30 89,75 4,13 11,0 0,67 16,5
Média 4,47 4,24 44,23 17 3,30 40,78 91,81 3,67 15,1 0,97 18,6
Minimo 3,27 3,19 18,04 4 0,71 15,04 76,51 2,84 9,00 0,35 7,4
Maximo 6,64 6,48 139,63 35 9,90 129,73 99,16 4,45 22,3 2,23 40,92
DP 0,65 0,68 22,98 8,16 1,85 21,49 3,95 0,53 2,87 0,45 7,85
CV (%) 14,52 1599 51,95 48,09 56,20 52,70 4,30 14,35 19,02 46,65 42,31

DP: Desvio-padréo; CV: Coeficiente de variagédo
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O diametro longitudinal dos frutos apresentou como valor minimo 3,27 cm, e
valor maximo 6,64 cm, com relagdo ao diametro transversal, tais caracteristicas
apresentaram o0s seguintes valores, respectivamente, 3,19 e 6,48 cm (Tabela 2).
Esses resultados sdo semelhantes aos obtidos por Goncalves et al. (2013) em
estudo com mangabeiras de uma populacdo natural de Nova Xavantina-MT, e
relataram os valores médios de 4,46 cm para o didmetro longitudinal e transversal
de 4,18 cm; ja Nascimento et al. (2014), caracterizando frutos do oeste da Bahia,
encontraram valores médios de 3,23 cm e 3,19 cm para o diametro longitudinal e
transversal, respectivamente.

De acordo de Chitarra e Chitarra (2005), para o mercado de frutas frescas,
os frutos mais pesados e de maior tamanho sdo mais atrativos aos consumidores.
Desta maneira, a massa média dos frutos foi de 43,23 g, variando de 18,04 a 139,63
g (Tabela 2), concordando com o valor encontrado por Gongalves et al. (2013) que
constataram uma massa média dos frutos de 46,49 g, e assemelhando-se ao obtido
por Cardoso et al. (2014) que analisaram frutos coletados no municipio de Curvelo-
MG, cujo valor médio foi de 53,9 g. As matrizes que apresentaram valores
superiores a média acrescida do desvio padrdo foram: CAC14, CAC21, CAC34,
CAC28 e CACL15.

Quanto ao numero de sementes por fruto, foi obtida uma média de 17
sementes por fruto. Para massa total das sementes, a média foi de 3,30 g, e a
variacdo de 0,71 a 9,90 g (Tabela 2). Ganga et al. (2010) caracterizando frutos de
mangabeiras de varias regides do Cerrado, incluindo o estado de Mato Grosso,
encontraram uma média de 14,43 sementes por fruto, com massa igual a 3,88 g.
Segundo os autores, 0 expressivo numero de sementes dos frutos esta diretamente
relacionado as polinizacdes eficientes em decorréncia de a mangabeira ser uma
planta al6gama e autoincompativel.

Para a massa de polpa mais casca dos frutos, os valores variaram entre
15,04 e 129,73 g, apresentando uma média geral de 40,78 g (Tabela 2). As matrizes
gue se mostraram superiores para esta caracteristica foram: CAC14, CAC21,
CAC28 e CAC15. Gongalves et al. (2013) citaram média igual a 40,15 g, resultado
semelhante ao encontrado neste trabalho, mostrando a possibilidade de selecdo de

frutos com maior quantidade de polpa e, consequentemente, elevado rendimento de

polpa.
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O rendimento de polpa mais casca apresentou valores acima de 76%, o que
de acordo com Nascimento et al. (2014) destaca a mangaba como fruto com
excelente potencial para industrializacdo. A média de rendimento foi de 91,81%,
variando de 76,51 a 99,16% do peso do fruto (Tabela 2). O valor de rendimento de
Ganga et al. (2010) foi de 82,68%. Para Freitas et al. (2012) o rendimento de polpa
de frutos coletados na regidao de Porto Nacional-TO foi de 49,73%, valor considerado
muito baixo para a espécie, e que foi provocado pelo expressivo nUmero e massa de
sementes dos frutos.

A média do potencial hidrogenibnico foi de 3,67, com variacao de 2,84 e 4,45
(Tabela 2); esses valores fazem com que o fruto de mangaba tenha sabor muito
acido. Cohen e Sano (2010) encontraram para frutos de mangaba cultivados
experimentalmente no Distrito Federal de 3,32, enquanto Perfeito et al. (2015),
estudando a caracterizacdo de frutos de mangabeira nos diferentes estagios de
maturacdo do BAG da Universidade do Estado de Goias (UEG), em Ipameri-GO,
constataram um pH de 3,47; 3,79 e 3,97 respectivamente para frutos verde,
semimaduro e maduros.

Nos valores de solidos solUveis totais houve uma variacao de 9 a 22,3 °Brix,
com teor médio de 15,1 °Brix, conforme a Tabela 2. O resultado médio encontrado
foi inferior aos reportados por Perfeito et al. (2015) de 17,53 °Brix e por Cohen e
Sano (2010) de 18,8 °Brix, porém igual (15,1 °Brix) ao encontrado por Cardoso et al.
(2014). Segundo Nascimento et al. (2014), quando um fruto apresenta teor de
sélidos soluveis elevado, seu consumo in natura torna-se mais agradavel ao paladar,
e para a agroindustria, traduz-se em economia devido a menor necessidade de
adicdo de acucar durante o processamento. Neste sentido, merecem destaque as
matrizes: CAC10, CAC27, CAC02, CAC18, CAC19, CAC32 CACO7, CAC28, CAC23
e CHPOL.

A média de acidez titulavel foi de 0,97%, variando de 0,35 a 2,23% (Tabela
2). Cohen e Sano (2010) verificou que os frutos de mangabeira apresentaram acidez
média de 1,39%, variando de 1,27 a 1,62%, mostrando que ndo ha necessidade de
adicao de acido citrico para conservacao da polpa, um artificio utilizado para tornar o
meio improprio ao desenvolvimento de microorganismos. Cardoso et al. (2014)
referenciaram um valor de acidez de 0,80% e Nascimento et al. (2014) mencionaram

um teor de acidez de 0,98%.
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Os frutos de mangaba avaliados neste trabalho apresentaram expressivos
valores de ratio, variando de 7,4 a 40,92, obtendo uma média de 18,6 (Tabela 2). De
acordo com Chitarra e Chitarra (2005), o ratio propicia uma boa avaliacdo da
qualidade do fruto em termos de maturidade e sabor. O valor de ratio para os frutos
de mangaba de Cohen e Sano (2010) foi de 13,9. Para Perfeito et al. (2015), o ratio
dos frutos maduros foi de 20,87.

Pela legislacéo referente ao Padrdo de Identidade e Qualidade (PIQ) para
polpa de mangaba, somente os valores minimos para solidos soluveis (8 °Brix), pH
(2,80) e acidez titulavel expressa em &acido citrico (0,70 g 100g de polpa?) séo
determinados (Brasil, 2000). Assim, pode-se afirmar que a polpa de mangaba,
exceto para a acidez titulavel de algumas matrizes de Chapada dos Guimarées,
possui caracteristicas fisico-quimicas normais.

O método de agrupamento UPGMA, considerando o ponto de corte proximo
a 48% de distancia, com base no método de Mojena (1977), permitiu a formacéo de
seis grupos heteréticos (Figura 1). O G-1 reuniu as matrizes: CAC26, CACO06,
CAC27, CAC02, CAC17, CACO09, CAC32, CAC10, CAC13, CACO07, CAC11, CAC1S,
CAC31, CAC30, CACO03, CAC23, CHP21 e CACO04; o0 G-2, CAC34, CAC21, CAC14,
CACO08 e CACO01; o G-3, CHPO1 e CHP10; o G-4, CHP24, CHPO06, CHPO7, CHP28,
CHP15, CHP27, CHP30, CHP29, CHP32, CHP31, CHP22, CHP17, CHP26, CHPOS,
CHP13, CHP02, CHP14, CHPO5, CHP09, CHP19, CHP12, CHP18, CHP16, CHPO04,
CHP11, CHP20, CHPO3, CHP25 e CHP23; 0 G-5, CAC22 e CAC19; e 0 G-6, CAC28
e CAC15. O ultimo grupo apresentou 100% de dissimilaridade em relacdo aos
demais.

De modo geral, os resultados mostraram que houve alta tendéncia de as
matrizes do mesmo local de coleta ficar inseridas no mesmo grupo, 0 que evidencia
maior variacdo entre os locais do que dentro deles. Ganga et al. (2010) sugerem que
a alta variacdo entre as populagcbes do Cerrado pode ser devida aos efeitos
provocados pelo ambiente (solo, regime de chuvas, altitude e temperatura), restricao
do fluxo génico (deriva e selecdo), ou, ainda, como resultado das diferencas

existentes entre as variedades botanicas.
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Figura 1 Dendrograma representativo da dissimilaridade fenotipica entre 58 arvores
matrizes de mangabeira, obtido pelo método UPGMA com base na distancia
Euclidiana média padronizada, estimada a partir de onze caracteristicas do fruto. O
valor de correlagéo cofenética (r) € de 0,83.
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O coeficiente de correlagcdo cofenética (r), aplicado ao método de
agrupamento pelo teste t, apresentou valor significativo para o método, com r igual a
0,83 (p<0,01), demonstrando confiabilidade na relacdo entre as medidas de
dissimilaridades originais e o dendrograma gerado por UPGMA. Esse ajuste é
considerado muito bom, possibilitando a realizagcdo de inferéncias por meio da
avaliagdo visual do dendrograma. Quanto mais proximo da unidade, melhor € a
representacdo da dissimilaridade na forma de dendrograma (Monteiro et al., 2010).

O agrupamento das matrizes pelo método de Tocher mostrou a formacao de
doze grupos distintos (Tabela 3). O grupo | reuniu as matrizes: CAC02, CAC27,
CACO06, CAC26, CAC32, CAC13, CAC10, CAC17, CACO7, CAC11, CACO09, CAC1S,
CAC30, CAC23 e CAC31; o grupo Il, CHP12, CHP19, CHPO5, CHP14, CHPOQ9,
CHP16, CHP17, CHP31, CHP22, CHP29, CHP18, CHP13, CHP32, CHP30, CHP28,
CHP24, CHPO06, CHP15, CHP04, CHPO7, CHPO8 e CHP26; o grupo Ill, CHP23,
CHP25, CHP20 e CHPO03; o grupo IV, CAC04, CHP21 e CACO03; o grupo V, CACO08,
CAC14, CACO1 e CAC21; o grupo VI, CAC19 e CAC22; o grupo VIl, CHPO2 e
CHP10; o grupo VIII, CAC15 e CAC28; o grupo IX, CAC34; o grupo X, CHPO1; o
grupo Xl, CHP11; e o grupo XII, CHP27.

Tabela 3 Agrupamento pelo método de Tocher obtido com base na distancia
Euclidiana média padronizada, estimada a partir de onze caracteristicas do fruto,
das 58 arvores matrizes de mangabeira.

Grupos Arvores matrizes

| CACO02, CAC27, CACO06, CAC26, CAC32, CAC13, CAC10, CAC1v,
CACO07, CAC11, CACO09, CAC18, CAC30, CAC23, CAC31
CHP12, CHP19, CHPO0O5, CHP14, CHPO09, CHP1l6, CHP17, CHP31,
Il CHP22, CHP29, CHP18, CHP13, CHP32, CHP30, CHP28, CHP24,
CHPO6, CHP15, CHP04, CHPO7, CHPO08, CHP26

1] CHP23, CHP25, CHP20, CHPO3

vV CACO04, CHP21, CACO3

\Y CACO08, CAC14, CACO01, CAC21
Vi CAC19, CAC22

VIl CHPO02, CHP10

VI CAC15, CAC28

IX CAC34

X CHPO1

Xl CHP11

Xl CHP27
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A analise intergrupos mostrou que os valores mais elevados de divergéncia
fenotipica ocorreram entre os grupos Il e VIl (0,68), VI e VIII (0,66), e a maior
similaridade fenotipica entre os grupos Il e Xl (0,20), V e 1X (0,20). Com relacéo a
distancia intragrupo, o grupo Il (0,12) apresenta a menor distancia entre as matrizes
pertencentes a este grupo e a maior distancia intragrupo foi observada no grupo VIl
(0,19) (Tabela 4). Segundo Cruz et al. (2012), o método de Tocher apresenta a
distancia média dentro do grupo sempre menor que a distancia meédia entre os
grupos, portanto existe mais homogeneidade entre as matrizes de um mesmo grupo

do que as matrizes de diferentes grupos.

Tabela 4 Distancias médias intra e intergrupos estimadas pelo método de Tocher,
utiizando a distdncia Euclidiana média padronizada como medida de
dissimilaridade, das 58 arvores matrizes de mangabeira.

Grupos | Il 1 v Vv vl vl Vil IX X Xl Xl

| 0,14 0,32 0,36 0,21 0,27 0,34 0,36 043 0,28 0,33 0,36 0,37
I 0,15 0,22 0,29 0,35 0,39 0,23 0,57 0,44 0,31 0,20 0,21
1] 0,12 0,29 0,48 0,39 0,35 0,68 0,55 0,38 0,21 0,32

v 0,13 0,38 0,26 0,41 0,60 0,40 0,40 0,37 0,32
Vv 0,16 0,46 0,28 0,32 0,20 0,30 0,39 0,36
Vi 0,15 0,49 0,66 0,42 049 0,47 0,37
Vi 0,16 0,48 0,40 0,22 0,22 0,28
VIlI 0,19 0,33 0,43 0,55 0,63
IX - 0,38 049 043
X - 0,24 0,40
Xl - 0,34
Xl -

Ao comparar os agrupamentos obtidos pelos dois métodos, o método de
Tocher distribuiu as matrizes dos grupos G-1, G-2 e G-3 de UPGMA nos grupos | e
IV, V e IX, e VIl e X, respectivamente. O maior grupo de UPGMA (G-4) constitui
respectivamente os grupos Il, VII, Xl e XII de Tocher. Por sua vez, os grupos G-5 e
G-6 (UPGMA) e VI e VII (Tocher) concordaram entre si, reforcando a sua
divergéncia fenotipica em relacdo aos demais grupos.

O método de Tocher apresentou um agrupamento mais detalhado das
matrizes, dentro de cada populacdo, com a formacdo de um maior numero de

grupos. Resultado semelhante foi encontrado por Oliveira et al. (2007), avaliando a
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divergéncia genética entre acessos de acaizeiro através da caracterizacdo
morfoagronémica, onde obtiveram diferencas quanto ao nimero de grupos formados
pelos métodos de agrupamento. Contudo, os autores observaram que 0sS acessos
nao foram reunidos por local de coleta. Neste trabalho, assim como no método de
UPGMA, a organizacdo das matrizes obedeceu ao local de coleta.

Na andlise dos componentes principais, 0s trés primeiros componentes
(CP1, CP2 e CP3) explicaram 87,29% da variacéo total (Tabela 5), sendo os valores
satisfatorios para o estudo da divergéncia, pois sdo superiores ao limite de 80%
(Cruz et al., 2012). Silva et al. (2013), avaliando a caracterizacdo fisica e fisico-
quimica dos frutos de mangaba, observaram o acumulo de 83,25% da variagéo total
nos dois primeiros componentes principais. Freitas et al. (2012) verificaram que 0s
trés primeiros componentes principais explicaram cerca de 76,3% da variabilidade
fenotipica da espécie. Os autores afirmaram que essa consideravel variabilidade
pode ser explorada pelo melhoramento genético a fim de obter variedades

comerciais.

Tabela 5 Autovalores e autovetores associados a onze caracteristicas dos frutos em
58 &rvores matrizes de mangabeira.

Componentes Principais Raiz (%) % Acumulada

CP1 51,1199 51,1199
CP2 24,0523 75,1722
CP3 12,1194 87,2916
CP4 7,0494 94,3410
CP5 2,5296 96,8706
CP6 1,0731 97,9437
CP7 0,8289 98,7726
CP8 0,6601 99,4327
CP9 0,4058 99,8385
CP10 0,1591 99,9976
CP11 0,0023 100

A dispersao grafica das arvores matrizes, elaborada com base nos trés
primeiros componentes principais, utilizando o modelo tridimensional (Figura 2)
permitiu visualizar a formacgéo de doze grupos. O grupo | reuniu as matrizes: CAC02,
CAC27, CACO06, CAC32, CAC10, CAC13, CACO7, CAC17, CAC26, CACL11, CACO09,
CAC18, CAC30 e CAC31; o grupo Il, CHP12, CHP19, CHPO5, CHP14, CHPQ9,
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CHP16, CHP17, CHP31, CHP18, CHP22, CHP29, CHP13, CHP32, CHP28, CHP15,
CHPO06, CHP24, CHP30, CHPO04, CHP08 e CHP26; o grupo Ill, CHP23, CHP25,
CHP20 e CHPO3; o grupo IV, CAC03, CAC04, CHP21 e CAC23; o grupo V, CHPO7
e CHP27; o grupo VI, CAC08, CAC14, CACO01 e CAC21; o grupo VII, CAC19 e
CAC22; o grupo VIII, CHP0O2 e CHP10; o grupo IX, CAC15 e CAC28; o grupo X,
CAC34; o grupo Xl, CHPO1; e o grupo Xll, CHP11l. Deste modo, assim como no
método de Tocher, as matrizes foram ordenadas em grupos semelhantes,
identificando e isolando as mais divergentes em grupos distintos, confirmando a

divergéncia fenotipica entre as arvores matrizes e as duas populacdes estudadas.
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Figura 2 Grafico da classificacdo das 58 arvores matrizes de mangabeira baseado
nos escores dos trés primeiros componentes principais.

A contribuicdo relativa de cada caracteristica para a expressdo da
divergéncia de acordo com o método de Singh (1981) indicou que a massa do fruto
(42,79%) e massa da polpa mais casca (37,43%) foram as que mais contribuiram
para a diferenciagdo das matrizes estudadas, somando 80,22% de toda a
contribuicho. O numero de sementes, ratio, diametro transversal do fruto,

comprimento longitudinal do fruto e rendimento de polpa mais casca contribuiu
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efetivamente com valores muito proximos para distingdo das matrizes. As
caracteristicas que tiveram pouca contribuicao (abaixo de 1%) foram soélidos sollveis

totais, massa total de sementes, pH e a acidez titulavel (Tabela 6).

Tabela 6 Estimativas da contribuicdo relativa de cada caracteristica (S.j.) para a
divergéncia entre as arvores matrizes de mangabeira, pelo método de Singh (1981).

Variaveis S.. Valor (%)
Massa do fruto (g) 1.745.727,99 42,79
Massa da polpa mais casca (g) 1.526.986,53 37,43
Numero de sementes 220.008,00 5,39
Ratio 203.384,15 4,99
Diametro transversal do fruto (cm) 152.127,41 3,73
Diametro longitudinal do fruto (cm) 139.009,16 3,41
Rendimento de polpa mais casca (%) 51.594,47 1,26
Solidos soluveis totais (°Brix) 27,257,68 0,67
Massa total de sementes (Q) 11.376,48 0,28
pH 917,90 0,02
Acidez titulavel (% &cido citrico) 671,46 0,02

Estes resultados evidenciam a importancia da massa do fruto e da polpa
mais casca na discriminacdo das matrizes, indicando que estas caracteristicas nao
devem ser descartadas de futuras avaliacbes. Silva et al. (2013) também
observaram que as maiores contribuices relativas para a avaliacdo dos acessos de
mangabeira foram a massa do fruto e massa da polpa. Entretanto, as caracteristicas
fisico-quimicas sao importantes quando o objetivo € a escolha das plantas que

possuem frutos com caracteristicas adequadas para a agroindustria.

CONCLUSAO

As caracteristicas massa do fruto e massa da polpa mais casca sdo as que
mais contribuem para a divergéncia fenotipica entre as matrizes.

As matrizes CAC14, CAC21, CAC15, CAC28 e CAC34 apresentam os
maiores valores para as caracteristicas fisicas e fisico-quimicas avaliadas e podem
ser utilizadas na comercializacdo dos frutos e para futuros trabalhos de

melhoramento genético.
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A existéncia de variabilidade fenotipica nas duas populacdes indica o
potencial da mangabeira para ser explorada pelo melhoramento e em plantios

comerciais.
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5. CAPITULO Il - DIVERSIDADE GENETNICA DE MANGABEIRA (Hancornia
speciosa Gomes) POR CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E MOLECULAR

RESUMO

SOARES, Fabiano Silva; M. Sc.; UNIVERSIDADE DO ESTADO DE MATO
GROSSO; Setembro de 2016. Diversidade genética de mangabeira (Hancornia
speciosa Gomes) por caracterizacdo morfologica e molecular. Orientador: Petterson
Baptista da Luz. Coorientadora: Ana Aparecida Bandini Rossi.

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) € uma espécie arbdérea que ocorre
naturalmente no bioma Cerrado. O objetivo deste estudo foi avaliar a diversidade
genética entre 24 arvores matrizes de mangabeira da regido de Chapada dos
Guimaraes-MT, utilizando marcadores morfologicos e marcadores ISSR. As
seguintes afericbes foram realizadas nos frutos maduros: diametro longitudinal do
fruto (DLF), didmetro transversal do fruto (DTF), massa do fruto (MF), nimero de
sementes (NS), massa total de sementes (MTS), massa da polpa mais casca (MPC),
rendimento de polpa mais casca (REND), solidos solluveis totais (SST), potencial
hidrogenidnico (pH), acidez titulavel (AT) e a relacdo SST/AT (RATIO). Para
amplificacdo do DNA, foram utilizados 10 primers ISSR. Os resultados médios das
avaliacdes foram: DLF (4,22 cm), DTF (3,96 cm), MF (34,35 g), NS (18,42), MTS
(2,98 g), MPC (31,37 g), REND (91,2%), SST (14,32 °Brix), pH (4,1), AT (0,63%) e o
ratio (24,3). Os primers produziram 57 bandas, sendo que 57,89% foram
polimérficas. Dentre os marcadores morfolégicos, MF e MPC foram os que mais
contribuiram para a divergéncia genética. A correlacdo significativa resultante da
combinacéo das distancias morfologicas e moleculares foram eficientes para estimar

o nivel de variabilidade genética entre as arvores avaliadas.

Palavras-chave: Cerrado, mangaba, variabilidade fenotipica, marcador ISSR.
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GENETIC DIVERSITY OF MANGABEIRA (Hancornia speciosa Gomes) BASED
ON MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR CHARACTERIZATION

ABSTRACT

SOARES, Fabiano Silva; M. Sc.; UNIVERSIDADE DO ESTADO DE MATO
GROSSO; September 2016. Genetic diversity of mangabeira (Hancornia speciosa
Gomes) based on morphological and molecular characterization. Advisor: Petterson
Baptista da Luz. Co-advisor: Ana Aparecida Bandini Rossi.

Mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) is a tree species that occurs naturally in
the Cerrado biome. This study aimed to assess the genetic diversity among 24
mangabeira mother trees of the Chapada dos Guimardes-MT region, using
morphological markers and ISSR markers. The following measurements were
performed on mature fruits: longitudinal diameter of the fruit (DLF), transversal
diameters of the fruit (DTF), fruit mass (MF), number of seeds (NS) and total mass of
seeds (MTS), pulp and peel mass (MPC), pulp and peel yield (REND). total soluble
solids (SST), hydrogenionic potential (pH), titratable acidity (AT) and ratio SST/AT
(RATIO). Ten ISSR primers were used for the amplification of the DNA. The average
results of the evaluations were: DLF (4.22 cm), DTF (3.96 cm), MF (34.35 g), NS
(18.42), MTS (2.98 g), MPC (31.37 g), REND (91.2%), SST (14.32 °Brix), pH (4.10),
AT (0.63%) and ratio (24.3). Primers produced 57 bands and 57.89% were
polymorphic. Among the morphological markers, MF and MPC had the highest
contributions to the genetic divergence. The significant correlation resulting between
the combination of morphological and molecular distances was efficient to estimate

the level of genetic variability among the trees evaluated.

Keywords: Cerrado biome, mangaba, phenotypic variability, ISSR marker.
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INTRODUCAO

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) € uma arbdrea tropical
promissora para a exploracdo comercial. A espécie, encontrada na maioria das
regibes do Brasil, é frequente no bioma Cerrado. Suas frutas sdo consumidas in
natura e utilizadas para producéo de geleias ou sorvetes. O sabor exético faz da
mangaba uma fruta bastante apreciada pela populacédo das regides Centro-Oeste e
Nordeste (Moura et al., 2011).

Dados oficiais mostram que a producdo nacional da fruta € essencialmente
extrativista (IBGE, 2015), equivalente em 2014 a 685 toneladas, das quais a quase
totalidade (679 t) proveio da regido Nordeste do Brasil. O restante € oriundo dos
estados de Goias e Minas Gerais. Toda essa producdo mal atende a demanda do
mercado consumidor local e a conquista de novos mercados esta condicionada a
implantagéo de pomares comerciais (Lederman et al., 2000).

Uma consideravel variabilidade é observada em mangabeira, desde variagao
na altura da arvore e diametro do caule, coloracdo, formato, massa e producéo de
frutos, nimero e massa das sementes e rendimento da polpa mais casca. O
conhecimento da magnitude dessa variabilidade fenotipica auxilia no delineamento
de estratégias para fins de conservagdo, domesticacdo e melhoramento da espécie
(Ganga et al., 2010).

Os marcadores morfolégicos sdo muito utilizados em estudos de diversidade
genética e evolucdo, podendo utilizar diferentes caracteres, porém, o efeito do
ambiente e a acdo génica sao fatores que podem dificultar a avaliacdo. Todavia,
esses marcadores sdo mais acessiveis e auxiliam outras técnicas mais sofisticadas,
como os marcadores moleculares, que sdo empregados com 0 objetivo de avaliar a
relacdo genética entre plantas distintas (Andrade et al., 2011).

Os marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) combinam técnicas
de SSR (Simple Sequence Repeats) e PCR (Polymerase Chain Reaction), séo
dominantes, altamente polimérficos e Uteis nos estudos de diversidade genética,
filogenia, marcacdo genética, mapeamento do genoma e biologia evolutiva.
Destacam-se por ser uma técnica simples, rapida, eficiente e com alta taxa de
reprodutibilidade (Reddy et al., 2002).

Considerando que a espécie pode ser inserida na cadeia da fruticultura

regional e gerar renda aos pequenos produtores rurais, 0 objetivo deste trabalho foi
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avaliar a diversidade genética de mangabeira, utilizando caracteres morfolégicos e
marcadores moleculares ISSR, visando identificar aguelas que sdo promissoras aos

cultivos comerciais e programas de melhoramento genético.

MATERIAL E METODOS

Area de coleta

Para realizar o experimento, um total de 58 arvores matrizes de mangabeira
foi amostrada em Caceres e Chapada dos Guimaraes, na regido Centro-Sul de Mato
Grosso (Tabela 1). O clima da regido é do tipo tropical (Aw), quente e subumido, o

solo arenoso e a vegetacao tipo Cerrado sentido restrito.

Tabela 1 Localizacdo, coordenadas, altitude e numero de arvores matrizes (N)
amostradas por localidade no estado de Mato Grosso.

Localidade N Latitude (S) Longitude (O)  Altitude (m)
Céceres 26 16° 14' 44" 57°29' 20" 431
Chapada dos Guimaraes 32 15°06' 47" 55° 39' 35" 352
Total 58 - - -

Caracterizacdo morfolégica

Foram coletados frutos maduros (entende-se por maduro os frutos com
casca de coloracdo amarelada e consisténcia mole), acondicionados em sacos
plasticos e transportados para o Laboratério de Sementes e Plantas Ornamentais da
Universidade do Estado de Mato Grosso, em Céceres-MT. No laboratoério, foram
selecionados cinco frutos por arvore matriz para a realizacdo das seguintes
avaliacdes: 1) diametro longitudinal do fruto em centimetros; 2) diametro transversal
do fruto em centimetros; 3) massa do fruto em gramas; 4) nUmero de sementes por
fruto; 5) massa total de sementes em gramas; 6) massa da polpa mais casca em
gramas; 7) rendimento de polpa mais casca em porcentagem; 8) sélidos solluveis
totais em graus Brix; 9) potencial hidrogenidnico; 10) acidez titulavel em percentual
de &cido citrico; e o 11) ratio, considerando a relacao entre solidos solluveis totais e
acidez titulavel. As avaliacdes fisico-quimicas seguiram o0s métodos-padréo do
Instituto Adolf Lutz (2008) e foram realizadas em triplicatas a partir da

homogeneizagao da polpa dos frutos de cada matriz.
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Extracdo do DNA

Folhas jovens foram coletadas das 58 matrizes em estudo, acondicionadas
em caixa de isopor com gelo. Em seguida, foram transportadas para o Laboratério
de Genética Vegetal e Biologia Molecular da Universidade do Estado de Mato
Grosso, em Alta Floresta-MT, e armazenadas a -20 °C.

O DNA foi extraido segundo o protocolo de Doyle e Doyle (1987), com
modificacdes. Cerca de 300 mg do tecido vegetal foi macerado em um almofariz com
auxilio de pistilo na presenca de nitrogénio liquido. O macerado foi transferido para
microtubos de 2 mL, onde foram adicionados 800 pL da solugdo tampé&o de extracao
a 65 °C (CTAB 5%, Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0, EDTA 0,02 M, pH 8,0, NaCl 1,4 M, B-
mercaptoetanol 1,5%, PVP 4% e proteinase K 20 mg mL?! e agua destilada
autoclavada). Apds, as amostras foram agitadas em vortex, incubadas em banho-
maria a 65 °C por 30 minutos e homogeneizadas por inversdo a cada 10 minutos.
Em seguida, o material foi centrifugado por 10 minutos a 10.000 rpm, sendo o
sobrenadante coletado e transferido para novos microtubos de 2 mL. Ao
sobrenadante foram adicionados 600 uL de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1). O
material foi homogeneizado em vértex e centrifugado por 10 minutos a 10.000 rpm.
O sobrenadante foi coletado e transferido para microtubos de 1,5 mL contendo 500
uL de &lcool isopropilico (isopropanol) gelado. As amostras foram homogeneizadas
por suaves inversdes e incubadas por 3 horas a -20 °C. AplOs esse periodo, as
amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 12.000 rpm e o sobrenadante foi
descartado. O precipitado foi lavado duas vezes com 1 mL de alcool etilico 70% e
uma vez com 1 mL de alcool etilico 95%, e as amostras centrifugadas por 1 minuto a
12.000 rpm. O precipitado foi seco em temperatura ambiente e ressuspendido em 50
puL de tampédo TE (Tris-HCI 10 mM e EDTA 1 mM, pH 8,0) contendo 0,12 pL de
RNAse (10 mg mL1). As amostras foram incubadas em banho-maria a 37 °C durante
30 minutos, e em seguida, permaneceram na geladeira (7 °C) por 24 horas.
Posteriormente, as amostras foram armazenadas em freezer a -20 °C.

A qualidade e quantidade do DNA extraido foi verificado a partir do mix de 2
puL de DNA, 3 uL de agua (destilada autoclavada) e 1 pyL de corante tipo IV. As
amostras foram aplicadas em gel de agarose 1%, corado com brometo de etidio (10
mg mL™?) e submetido a eletroforese horizontal por cerca de 2 horas a 80 V. A
visualizagdo do DNA foi realizada sob luz ultravioleta por meio de um

transiluminador e quantificado por comparacdo com padrdao de massa molecular
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conhecida, utilizando-se o DNA do bacteriéfago A na concentracédo de 10 ng uL. As
amostras foram diluidas em agua, padronizadas a uma concentracdo de 5 ng L e

armazenadas a -20 °C para posterior uso nas reacdes de PCR.

Amplificagdo do DNA

Inicialmente foram testados 20 primes ISSR (Inter Simple Sequence
Repeats) obtidos da University of British Columbia (UBC), Vancouver, Canadéa (807,
808, 809, 810, 811, 812, 815, 817, 818, 826, 827, 829, 834, 835, 841, 842, 880, 884,
889 e 891) para caracterizagdo genética das arvores matrizes de mangabeira.
Destes, 10 (807, 809, 810, 812, 818, 827, 834, 835, 841 e 891) foram selecionados
para 24 matrizes da populacdo de Chapada dos Guimardes (Apéndice), devido a
obtencéo de produtos amplificados. Para as demais arvores nao houve amplificacao
do DNA nas condicOes testadas, e por isso, as mesmas foram descartadas das
andlises futuras.

As reacdes de amplificacdo foram realizadas em volume total de 25 pL,
cotendo 2,5 pL de tampao 10X (auséncia de Mg**), 1 uL de MgClz2 (50 mM), 1 pL de
DMSO (100%), 1 uL de dNTPs (1 mM cada), 2 pL de primer (0,2 mM), 0,12 uL de
Taq polimerase (5U), 2 uL de DNA genémico (5 ng) e &gua destilada autoclavada.

O programa de amplificacdo seguiu de uma desnaturacdo inicial por 4
minutos a 94 °C; seguido por 35 ciclos de desnaturacdo (94 °C por 1 minuto),
anelamento do primer (49,8-53 °C por 1 minuto) e extenséo (72 °C por 2 minutos).
Uma etapa final de extensdo foi empregada a 72 °C por 7 minutos. Todas as
reacoes foram realizadas em termociclador (Esco Aeris, modelo G-96 Well).

Os produtos de amplificacéo foram separados em gel de agarose 2% corado
com brometo de etidio (0,6 mg mL?) em tampédo TBE 1X (Tris-base 89 mM, acido
bérico 89 mM e EDTA 2 mM) por cerca de 4 horas a 80 V. Como padrédo de peso
molecular foi utilizado o DNA ladder de 100 pb (Kasvi). Os géis foram visualizados

em luz ultravioleta e fotografados.

Analises estatisticas

Para as 24 arvores matrizes selecionadas, os dados morfolégicos foram
analisados por estatistica descritiva, utilizando-se de medidas de tendéncia central
(média) e de variabilidade dos dados (desvio-padréo e coeficiente de variagdo). Para

estimar a divergéncia fenotipica entre as arvores de mangaba, foi calculada uma
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matriz de distancia fenotipica, utilizando a distancia Euclidiana média padronizada,
avaliando-se, ainda, a contribuicdo relativa das caracteristicas na estimativa da
diversidade genética, pelo método de Singh (1981). Para os dados moleculares, os
fragmentos de ISSR foram codificados em presenca (1) e auséncia (0) de bandas e
convertidos em uma matriz binaria, a partir do qual foram estimadas as distancias
genéticas, com base no complemento aritmético do coeficiente de Jaccard (1901).
Uma andlise conjunta dos dados foi realizada utilizando-se a distancia de
Gower (1971) para os dados morfolégicos, e posterior soma com a distancia de
Jaccard. O teste Z de Mantel foi aplicado para verificar a magnitude de correlacéo
entre a nova matriz de dissimilaridade genética obtida e as originais (Mantel, 1967).
A avaliacdo da diversidade genética foi realizada por meio do agrupamento
hierarquico UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Using an Arithmetic Average),
sendo os grupos heteroticos identificados conforme a proposta de Mojena (1977). As
andlises da estatistica descritiva, os calculos de dissimilaridade e a correlacéo foram
realizados com auxilio do programa Genes (Cruz, 2013). O programa R versado 3.2.3

(R Core Team, 2016) foi utilizado para gerar os dendrogramas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando as avaliac@es fisicas dos frutos (Tabela 2), as arvores CHPO1,
CHPO0O2, CHP10, CHP26, CHP29 e CHP30 apresentaram os valores de diametro
longitudinal, didmetro transversal e massa do fruto, nUmero e massa total de
sementes e massa da polpa mais casca acima da média. As arvores CHP11, CHP17
e CHP31 também se destacaram nesses caracteres fisicos, a excec¢do do valor
médio do numero de sementes (17,3). Para o rendimento de polpa mais casca,
todas as arvores apresentaram percentuais elevados, variando de 86,1% a 94,7%.
Segundo Goncalves et al. (2013) essas caracteristicas sdo as de maior importancia
para exploracdo econdmica da mangabeira, sendo preferiveis os frutos maiores e
mais pesados com a menor quantidade de sementes.

Para as avaliagdes fisico-quimicas (Tabela 2), as arvores CHPO1 e CHP25
foram as que apresentaram o0s maiores valores para a maioria das caracteristicas
estudadas. Foi verificado que os valores encontrados neste trabalho sao
equivalentes aos observados para mangabeiras provenientes do Cerrado baiano e

goiano (Nascimento et al., 2014; Perfeito et al., 2015). Os valores verificados para
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sélidos soluveis totais, pH e acidez titulavel nos frutos das arvores CHPO1, CHPO02,
CHP18, CHP21, CHP25 e CHP27 estdo de acordo com o valor minimo estabelecido
pelo Padréo de Identidade e Qualidade da polpa de mangaba (SST: 8 °Brix; pH:
2,80; e AT: 0,70%) (Brasil, 2000).

Tabela 2 Caracteristicas fisicas e fisico-quimicas dos frutos de 24 arvores matrizes
de mangabeira da regido de Chapada dos Guimardes-MT.

) DLF DTF MF MTS MPC REND SST AT
Matiz em) em) @ ™° @ (@ (%) eBrix P () RATIO
CHPO1 4,72 485 59,96 32 442 5555 926 223 3,97 088 255
CHPO2 454 433 4453 35 4,63 39,90 89,6 144 3,97 0,74 195
CHPO3 3,73 3,66 26,47 11 1,86 24,61 93,0 144 420 0,35 40,9
CHPO4 4,09 3,67 30,42 25 3,88 26,54 87,2 16,3 4,15 0,54 30,0
CHPO5 4,05 3,74 26,47 17 2,49 2398 906 14,3 3,99 048 29,6
CHPO9 4,17 3,74 3263 17 3,11 29,52 90,5 17,3 4,09 059 29,2
CHP10 5,15 4,75 55,72 32 4,97 50,75 91,1 13,9 4,32 045 31,2
CHP11 4,46 4,37 46,56 18 3,28 43,27 93,0 16,6 4,28 0,45 37,0
CHP15 4,21 356 2584 11 2,63 23,21 89,8 106 4,41 0,52 204
CHP16 4,46 3,78 33,24 22 3,17 30,06 904 14,1 4,23 0,49 28,6
CHP17 464 4,39 43,49 16 3,02 40,47 93,1 145 4,04 056 25,8
CHP18 3,85 3,67 28,23 15 257 2566 909 169 4,12 0,86 19,6
CHP19 3,70 3,61 2354 10 1,61 2193 93,1 144 399 059 244
CHP20 3,39 3,35 1843 10 1,67 16,75 90,9 16,4 4,26 0,49 33,3
CHP21 4,01 3,53 2448 11 2,14 22,34 91,3 15,6 3,53 1,31 11,8
CHP22 453 454 46,93 17 2,49 44,44 947 125 4,08 0,54 23,2
CHP23 3,30 3,25 18,77 5 1,08 17,69 94,2 16,9 4,22 0,61 27,5
CHP25 3,69 3,25 20,51 7 1,11 19,40 94,6 17,1 3,97 0,70 24,3
CHP26 460 441 4165 26 4,30 37,35 89,7 9,3 4,15 0,65 14,3
CHP27 3,81 3,65 22,27 23 3,09 19,18 86,1 90 4,12 0,86 10,4
CHP29 460 458 4424 22 3,53 40,71 92,0 124 4,14 057 215
CHP30 4,63 4,45 4401 23 4,35 39,66 90,1 11,2 4,00 0,62 18,0
CHP31 448 4,12 3562 18 2,98 32,65 91,6 12,2 4,14 059 20,7
CHP32 449 385 30,42 19 3,12 27,30 89,7 11,0 4,13 0,67 16,5
Média 4,22 3,96 34,35 18,42 298 31,37 91,2 14,32 4,1 0,63 24,3
CV (%) 10,96 12,27 34,18 43,17 36,4 34,72 2,31 21,03 4,15 31,36 31,11
DP 0,46 049 11,74 795 1,08 10,89 2,11 3,01 0,17 0,2 7,56

DLF: diametro longitudinal do fruto; DTF: didametro transversal do fruto; MF: massa do fruto; NS:
namero de sementes; MTS: massa total de sementes; MPC: massa de polpa mais casca; REND:
rendimento de polpa mais casca; SST: sélidos sollveis totais; pH: potencial hidrogenibnico; AT:
acidez titulavel; RATIO: relagédo entre SST/AT.
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O agrupamento das arvores de mangabeira estabelecido com base na
distancia Euclidiana média padronizada (0,336) demonstra a formacdo de cinco
grupos (Figura 1). O G-1 foi formado pelas arvores: CHP16, CHP09, CHPO5,
CHPO4, CHP18, CHP32, CHP31, CHP15, CHP20, CHP03, CHP25, CHP23 e
CHP19; o G-2, somente pela CHP27; o G-3, apenas pela CHP21; o G-4, CHP26,
CHP30, CHP0O2, CHP17, CHP22, CHP29 e CHP11; e o G-5, pela CHP10. Esses
dados indicam que a maioria das arvores possui similaridade e que para conseguir
um efeito heterdtico aquelas identificadas como mais distantes geneticamente

seriam indicadas para os cruzamentos (Cruz et al., 2012).
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Figura 1 Dendrograma representativo da dissimilaridade fenotipica entre 24 arvores
matrizes de mangabeira, obtido pelo método UPGMA com base na distancia
Euclidiana média padronizada, estimada a partir de onze caracteristicas dos frutos.
O valor de correlacao cofenética (r) € de 0,68.

As caracteristicas que mais contribuiram para a divergéncia genética entre
as arvores estudadas foram massa do fruto (35,15%), massa da polpa mais casca
(30,27%), numero de sementes (16,12%) e o ratio (14,58%), somando juntas,

96,12% de toda a variacdo observada (Tabela 3). Silva et al. (2013) também
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observaram que a massa da polpa e do fruto tiveram a maior contribuicao efetiva na
diferenciacao de acessos de mangabeira de uma populacéo localizada no estado da
Bahia, evidenciando que sao caracteres morfoagrondmicos que nao podem ser

excluidos de futuros trabalhos com a espécie.

Tabela 3 Contribuicdo relativa das onze caracteristicas dos frutos de mangabeira
provenientes da regido de Chapada dos Guimaraes-MT.

Caracteristicas S.j %

Massa do fruto (g) 76083,923 35,15
Massa de polpa mais casca (g) 65509,707 30,27
Numero de sementes 34892,000 16,12
Ratio 31555,680 14,58
Sdlidos soluveis totais (°Brix) 5005,280 2,31
Rendimento de polpa mais casca (%) 2462,442 1,14
Massa total de sementes (Q) 650,279 0,30
Diametro transversal do fruto (cm) 130,518 0,06
Diametro longitudinal do fruto (cm) 118,238 0,05
Acidez titulavel (% acido citrico) 21,521 0,01
Potencial hidrogenibénico 16,012 0,01

Os 10 primers utilizados produziram um total de 57 bandas, que variaram de
300 a 1.300 pb, correspondendo a uma média de 5,7 bandas por primer. Todos os
primers apresentaram polimorfismo e 57,89% das bandas foram polimorficas (Tabela
4). Jimenez et al. (2015), trabalhando com a divergéncia genética entre acessos de
mangabeira, utilizaram seis primers ISSR, 0s quais permitiram a obtencdo de 93
bandas, sendo 83 delas polimorficas (89,25%). Por sua vez, Costa et al. (2015),
também utilizando seis marcadores ISSR, verificaram que das 63 bandas
amplificadas, apenas 30 (47,62%) apresentaram polimorfismo, sugerindo baixa
diversidade genética dentro da populacao.

A dissimilaridade genética média entre as arvores por marcadores
moleculares foi de 0,079. Pelo dendrograma (Figura 2) foram formados quatro
grupos distintos, um grupo a menos quando comparado ao numero de grupos
obtidos pelos dados morfologicos. O G-1 foi formado pelas arvores: CHP29, CHP21,
CHP27, CHP22, CHP17, CHP09, CHP18, CHPO04, CHP216, CHP10, CHP30,
CHP26, CHP31, CHPO05, CHP32, CHP15 e CHPO03; o G-2, somente pela CHPO1; o
G-3, CHP25, CHP19, CHP23 e CHP20; e 0 G-4, CHP11 e CHPO2.
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Tabela 4 Primers ISSR com suas respectivas sequéncia de nucleotideos,
temperatura de anelamento (Ta), numero total de bandas (NTB), bandas
polimorficas (NBP) e percentuais de bandas polimorficas (PBP).

Primers Sequénciab 2> 3 Ta(®C) NTB NBP PBP (%)

UBC 807 AGA GAG AGA GAG AGA GT 49,8 60,0
UBC 809 AGA GAG AGA GAG AGA GG 51,5 75,0
UBC 810 GAG AGA GAG AGA GAG AT 50,0 42,8
UBC 812 GAG AGA GAG AGA GAG AA 50,0 50,0
UBC 818 CAC ACA CAC ACACAC AG 52,5 66,7
UBC 827 ACA CAC ACACACACACG 53,0 66,7
UBC 834 AGA GAG AGA GAG AGA GYT 52,5 83,3
UBC 835 AGA GAG AGA GAG AGA GYC 50,2 25,0
UBC 841 GAG AGA GAG AGA GAG AYC 50,0 50,0
UBC 891 HVH TGT GTG TGT GTG TG 50,4 66,7

Total
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Figura 2 Dendrograma representativo da dissimilaridade genética entre 24 arvores
matrizes de mangabeira, obtido pelo método UPGMA com base na distancia do
complemento aritmético do coeficiente de Jaccard, estimada a partir de dez primers
ISSR. O valor de correlacdo cofenética (r) € de 0,69
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Dos quatro grupos gerados pela andlise ISSR, somente um (G-2, formado
pela arvore CHPO1) foi consistente com a distancia estimada utilizando as
caracteristicas fisicas e fisico-quimicas dos frutos (Figura 1). Outras arvores também
apareceram muito proximas nas duas analises (CHP26 e CHP30; CHP19 e CHP25).
A baixa concordancia entre as distancias estimadas destas duas técnicas foi
evidenciada pela baixa, porém significativa correlacédo (r = 0,19; p = 0,05) entre a

matriz de distancia morfologica e a matriz gerada pelos marcadores ISSR (Tabela 5).

Tabela 5 Correlacdo entre as matrizes de distancias genéticas estimadas a partir
das analises das caracteristicas morfologicas (MDm) e dos marcadores ISSR
(MDissr) e analise conjunta (MDwm+issr) para as 24 arvores matrizes de mangabeira.

MDwm MDissr MDw+issr
MDwm 1 0,19* 0,94**
MDissr 1 0,50**
MDwm+issR 1

** @ * significativo a 1 e 5% de probabilidade pelo teste de Mantel com base em 1.000 simulages.

A correlacdo baixa entre as distancias genéticas estimadas utilizando os
marcadores moleculares e morfolégicos pode ser explicado por uma série de
fatores. O numero de caracteres morfologicos avaliados pode ter sido insuficiente
para representar o genoma. A correlacdo entre as estimativas também é
influenciada pelo fato de que uma grande parte da variagcdo detectada pelos
marcadores moleculares ndo é adaptativa e, portanto, ndo sujeito a qualquer
selecdo (natural e artificial). Por outro lado, os caracteres morfoldégicos sao
simultaneamente sujeitos a selecdo natural e artificial, além da sua elevada
dependéncia do ambiente. Assim, fica evidente que as estimativas das distancias
genéticas serdo tdo mais proximas, quanto maior for a associacdo entre os locos
que controlam as caracteristicas morfolégicas (locos de caracteres quantitativos —
QTL) e as bandas avaliadas (Maric et al., 2004; Roy et al., 2004; Viera et al., 2007).

Com base na analise conjunta dos dados morfolégicos e moleculares, foi
observada a dissimilaridade média entre as arvores de 0,272. Utilizando essa
medida como ponto de corte, foi verificada a formacdo de quatro grupos distintos
(Figura 3). O G-1 foi formado pelas arvores: CHP16, CHP04, CHP09, CHPO5,
CHP18, CHP15, CHPO03, CHP22, CHP17, CHP11, CHP30, CHP26, CHP29, CHP32
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e CHP31; o G-2, CHP21 e CHP27; o G-3, CHP25, CHP19, CHP23 e CHP20; e 0 G-
4, CHP10, CHPO2 e CHPOL1 (Figura 3).
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Figura 3 Dendrograma representativo da dissimilaridade genética entre 24 arvores
matrizes de mangabeira, obtido pelo método UPGMA com base na soma entre a
distancia de Gower e de Jaccard, estimada a partir de onze caracteristicas do fruto e
dez primers ISSR. O valor de correlacéo cofenética (r) é de 0,70.

De maneira geral, a andlise combinada proporcionou os maiores valores de
correlacdo (Tabela 5). Foi verificada uma maior correlagdo (r = 0,94) entre a matriz
combinada e morfolégica do que entre a matriz combinada e molecular (r = 0,50),
com ambas as correlacdes sendo significativas a p = 0,01 pelo teste de Mantel com
1.000 permutacfes. Diante da estratégia de integracdo dos dados de diferente
natureza, foi possivel visualizar as arvores mais similares e as mais dissimilares.
Essas informacdes complementares podem maximizar o nivel de variacao presente

na populacdo obtida pelo cruzamento de genotipos com maiores distancias.
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CONCLUSAO

Para obter a estimativa mais segura da divergéncia genética entre as
arvores, devem ser empregadas as distancias morfoldégicas e moleculares
conjuntamente.

As arvores CHPO1, CHP02 e CHP10 apresentam variabilidade genética e os
frutos com as melhores caracteristicas fisicas e fisico-quimicas avaliadas, mostrando

potencial aos cultivos comerciais e programas de melhoramento genético.
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6. CAPITULO Il - DIVERSIDADE E ESTRUTURA GENETICA DE MANGABEIRA
(Hancornia speciosa Gomes) USANDO MARCADORES ISSR

RESUMO

SOARES, Fabiano Silva; M. Sc.; UNIVERSIDADE DO ESTADO DE MATO
GROSSO; Setembro de 2016. Diversidade e estrutura genética de mangabeira
(Hancornia speciosa Gomes) usando marcadores ISSR. Orientador: Petterson
Baptista da Luz. Coorientadora: Ana Aparecida Bandini Rossi.

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) € uma espécie frutifera nativa do Brasil
com potencial econdmico que ainda nao foi domesticada, e cuja genética e estrutura
populacional sdo na sua maioria desconhecidas. Este estudo teve por objetivo
avaliar a diversidade e estrutura genética de uma populacdo de mangabeira por
meio de marcadores ISSR. Ao todo foram amostradas 24 arvores matrizes
localizadas em Chapada dos Guimardes-MT. Os dez primers ISSR produziram um
total de 57 bandas com 57,89% de polimorfismo. A analise utilizando o Structure
definiu dois grupos diferentes (K = 2), resultados que foram consistentes com o0s da
analise de agrupamento UPGMA. Ambos os indices de diversidade de Nei (h = 0,18)
e de Shannon (I = 0,27) foram relativamente baixos dentro da populacdo. A AMOVA
revelou que a variabilidade dentro dos grupos (83,39%) foi mais alta do que entre 0s
grupos (16,61%). No geral, os resultados mostraram a necessidade de conservagao

genética da espécie.

Palavras-chave: Cerrado, mangaba, marcador molecular, estrutura populacional.

63



GENETIC DIVERSITY AND STRUCTURE OF MANGABEIRA (Hancornia speciosa
Gomes) USING ISSR MARKERS

ABSTRACT

SOARES, Fabiano Silva; M. Sc.; MATO UNIVERSIDADE DO ESTADO DE MATO
GROSSO; September 2016. Genetic diversity and structure of Mangabeira
(Hancornia speciosa Gomes) using ISSR markers. Advisor: Petterson Baptista da
Luz. Co-advisor: Ana Aparecida Bandini Rossi.

Mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) is a native fruit tree species of Brazil with
economic potential has not yet been domesticated, and whose genetics and
population structure are mostly unknown. This study aimed to assess the population
structure and genetic diversity of mangabeira, using ISSR markers. A total of 24
mother trees were sampled in Chapada dos Guimaraes, Mato Grosso State, Brazil.
The ten primers produced a total of 57 bands with 57.89% polymorphism. Analysis
using Structure defined two different clusters (K = 2), results that were consistent with
those of UPGMA analysis. Both Nei’s genetic diversity (h = 0.18) and Shannon’s
diversity index (I = 0.27) were relatively low. The AMOVA revealed that the variability
within clusters (83.39%) was higher than among clusters (16.61%). The results

showed the need for genetic conservation of the species.

Keywords: Cerrado biome, mangaba, molecular marker, population structure.
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INTRODUCAO

Hancornia speciosa Gomes (Apocynaceae), popularmente conhecida como
mangabeira, € uma espécie nativa do Brasil que ocorre espontaneamente no
Cerrado. Esta fruteira € utilizada pela populacdo regional como fonte alternativa de
renda familiar pela exploragéo extrativista do seu fruto, a mangaba. Possui potencial
para o cultivo em razdo dos seus multiplos usos, facil obtencdo de sementes e
adaptacdo aos solos marginais. Alguns pomares organizados para uso comercial
sdo observados na regido Centro-Oeste e Nordeste do pais (Pereira et al., 2010).

A planta exibe porte médio, variando de 5 a 15 metros de altura, com copa
irregular, e ramos numerosos e tortuosos. Um 6timo desenvolvimento vegetativo é
alcancado durante o periodo de temperaturas elevadas e precipitacao pluviométrica
entre 750 e 1.600 mm anuais. Considerada uma espécie tipicamente aldgama, suas
flores sdo hermafroditas, autoincompativeis e o florescimento ocorre na estacdo
chuvosa (Silva Junior e Lédo, 2006).

Os estudos sobre a variabilidade genética das populagcdes de mangabeira
sdo escassos. O conhecimento da estrutura genética de populagdes naturais é
essencial para a sua domesticagdo e melhoramento, e na amostragem para bancos
de germoplasma, uma vez que pode afetar diretamente a viabilidade em longo prazo
das populacdes (Moura et al., 2011). Devido a reducdo das areas em que a espécie
ocorre, Cerrado, Tabuleiros Costeiros e Baixada Litoranea, € de extrema importancia
identificar, coletar, preservar e caracterizar 0s recursos genéticos disponiveis (Silva
Junior e Lédo, 2006).

Marcadores moleculares sdo amplamente utilizados para acessar a
variabilidade genética em populacdes naturais de plantas (Reddy et al; 2002; Zucchi
et al., 2005; Soares et al., 2008). E uma técnica vantajosa, quando comparada com
os marcadores morfologicos, pois ndo sofrem a influéncia do ambiente, apresentam
namero elevado de polimorfismo e possibilitam estudos em qualquer fase do
desenvolvimento da planta (Faleiro, 2007). Neste contexto, os marcadores ISSR
(Inter simple sequence repeats) sao ferramentas Uteis nos estudos de diversidade e
estrutura genética (Jimenez et al., 2015).

Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar a diversidade e
caracterizar a estrutura genética de mangabeira da regido de Chapada dos

Guimaraes-MT, utilizando marcadores ISSR.
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MATERIAL E METODOS

Material vegetal e extracdo do DNA gendmico

Folhas jovens de 24 arvores matrizes de mangabeira foram coletadas em
Chapada dos Guimaraes-MT (Tabela 1) e armazenadas a -20°C no Laboratorio de
Genética Vegetal e Biologia Molecular da Universidade do Estado de Mato Grosso
(UNEMAT), em Alta Floresta-MT. Estas arvores foram as mesmas utilizadas no
estudo anterior (Capitulo Il), porém, aqui, receberam a identificacdo de um a 24.

O DNA foi extraido de acordo com o protocolo CTAB descrito por Doyle e
Doyle (1987), com as seguintes modificagbes no tampao de extracdo: 5% CTAB
(100 mM Tris-HCI, pH 8,0; 20 mM EDTA, pH 8,0; e 1,4 M NacCl), 1,5% 8-
mercaptoetanol, 4% PVP e adicdo de 3,5 puL de Proteinase K (20 mg mL™) por

amostra.
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Figura 1 Distribuicdo das 24 arvores matrizes de mangabeira na populacdo
amostrada em Chapada dos Guimaraes-MT.

A quantidade e integridade das amostras de DNA foram verificadas em gel
de agarose 1% corado com brometo de etidio (10 mg mL?) e submetido a
eletroforese horizontal por cerca de 2 horas a 80 V. A visualizagdo do DNA foi

realizada sob luz ultravioleta por meio de um transiluminador e quantificado por
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comparacao com padrdo de massa molecular conhecida, utilizando-se o DNA do
bacteri6fago A (10 ng puL?). As amostras foram diluidas em &gua destilada
autoclavada e padronizadas a uma concentracéo de 5 ng uL! e armazenadas a -20
°C.

PCR e eletroforese

Foram utilizados 10 primers ISSR (University of British Columbia, Vancouver,
Canada) para amplificacdo do DNA gendémico. O mix compreendeu 2,5 uL de
tampao 10X (auséncia de Mg**), 1 pL de MgClz (50 mM), 1 pL de DMSO (100%), 1
puL de dNTPs (1 mM cada), 2 pL de primer (0,2 mM), 0,12 pL de Tag polimerase
(5V), 2 uL de DNA gendmico (5 ng) e agua destilada autoclavada para um volume
final de 25 puL. As condi¢cdes de amplificacdo foram: uma desnaturacao inicial por 4
minutos a 94 °C, seguido por 35 ciclos a 94 °C por 1 minuto, 49,8-53 °C por 1 minuto
e 72 °C por 2 minutos, mais uma etapa de extensao final a 72 °C por 7 minutos.

Os produtos de amplificacéo foram separados em gel de agarose 2% corado
com brometo de etidio (0,6 mg mL?) e imersos em tampdo TBE 1X (89 mM Tris-
base, 89 mM &cido bérico e 2 mM EDTA) por cerca de 4 horas a 80 V. Como padrédo
de peso molecular foi utilizado o DNA ladder de 100 pb (Kasvi). Os géis foram

visualizados em luz ultravioleta e fotografados com camera digital.

Andlise estatistica

Os dados de presenca (1) e auséncia (0) das bandas foram utilizados para
estimar a distancia genética através do complemento aritmético do coeficiente de
Jaccard (Jaccard, 1901) usando o programa Genes (Cruz, 2013). O dendrograma de
dissimilaridade genética baseado no método hierarquico UPGMA (Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic mean) foi gerado no programa R versao 3.2.4 (R Core
Team, 2016) com 1.000 simulacdes para o teste de consisténcia de agrupamento.

A andlise Bayesiana foi realizada no programa Structure (Pritchard et al.,
2000). O numero de grupos K foi ajustado para variacbes de 1 a 5, com 20
interacdes independentes, cada uma usando 250.000 burn-ins e 750.000 simulagbes
de Monte Carlo de Cadeias de Markov (MCMC). A estrutura genética foi analisada
via programa Structure Harvester (Earl e VonHoldt, 2012) seguindo os critérios de
Evanno et al. (2005) para determinacdo do melhor niumero de grupos. A variacao

genética entre os grupos foi calculada pela distancia genética de Nei (He) e o indice
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de Shannon (1), utilizando o programa Popgene (Yeh et al.,, 1997). A analise de
variancia molecular (AMOVA) foi calculada no programa Arlequin 3.5 (Excoffier e
Lischer, 2010). A significancia da diferenciacdo foi testada com 1.000 permutacdes,
em que P denota a probabilidade de se observar um valor ao acaso igual ou maior

ao valor observado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O conjunto de primers ISSR utilizados gerou 57 bandas, com um nimero de
5,7 bandas por primer, variando de 2 (UBC 812) a 8 (UBC 809 e UBC 835) (Tabela
11). Considerando o total de bandas amplificadas, 33 (57,89%) foram polimérficas,
indicando que esses marcadores podem ser utilizados para diferenciar arvores e
populac6es de mangabeira. Estudos realizados com a espécie pela técnica ISSR
tém detectado de 47,62% (Costa et al., 2015) a 89,27% (Jimenez et al., 2015) de

polimorfismo.

Tabela 1 Primers ISSR com suas respectivas sequéncia de nucleotideos,
temperatura de anelamento (Ta), numero total de bandas (NTB), bandas
polimérficas (NBP) e percentuais de bandas polimorficas (PBP).

Primers Sequéncia > 3 Ta(°C) NTB NBP PBP (%)
UBC 807 AGA GAG AGA GAG AGA GT 49,8 5 3 60,0
UBC 809 AGA GAG AGA GAG AGA GG 51,5 8 6 75,0
UBC 810 GAG AGA GAG AGA GAG AT 50,0 7 3 42,8
UBC 812 GAG AGA GAG AGA GAG AA 50,0 2 1 50,0
UBC 818 CAC ACA CAC ACA CAC AG 52,5 3 2 66,7
UBC 827 ACA CAC ACA CAC ACACG 53,0 6 4 66,7
UBC 834  AGA GAG AGA GAG AGA GYT 52,5 6 5 83,3
UBC 835 AGA GAG AGA GAG AGA GYC 50,2 8 2 25,0
UBC 841 GAG AGA GAG AGA GAG AYC 50,0 6 3 50,0
UBC 891 HVH TGT GTG TGT GTG TG 50,4 6 4 66,7

Total 57 33

H: (A, T,C); Y: (C, T).

Com base no agrupamento por UPGMA, houve diferenciagdo das matrizes a
partir de 0,02 de dissimilaridade (Figura 2), indicando uma baixa divergéncia

genética entre algumas matrizes de mangabeira. Utilizando a dissimilaridade
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genética média (0,13) foram formados quatro grupos de similaridade: o G-1 com
dezessete matrizes; o G-2 formado por uma matriz (1); o G-3 formado por quatro

matrizes (18, 13, 17 e 14); e o G-4 com duas matrizes (8 e 2).
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Figura 2 Dendrograma das 24 arvores matrizes de mangabeira, obtido pelo método
UPGMA, por meio do complemento do indice de similaridade de Jaccard a partir de
10 primers ISSR. O valor do coeficiente de correlacdo cofenética (r) € de 0,68.

O coeficiente de correlagdo cofenética demonstrou uma associacdo de 68%
entre as distancias obtidas pelo coeficiente de Jaccard (matriz de dissimilaridade) e
as representadas no dendrograma (matriz cofenética). O valor cofenético encontrado
foi r = 0,68, (p < 0,001), adequado, pois valores de r =2 0,56 sdo considerados ideais,
refletindo boa concordéancia com os valores de similaridade genética (Vaz Patto et
al., 2004).

Pela analise Bayesiana realizada no programa Structure e, de acordo com o
método AK descrito por Evanno et al. (2005), o namero mais provavel de
agrupamentos foram K = 2 (Figura 3-A). A visualizagdo grafica da estrutura
populacional permitiu a separacdo das matrizes em dois grupos distintos: o Grupo |

reuniu quinze matrizes; e o Grupo Il nove matrizes (Figura 3-B). Esses resultados
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foram consistentes com o método de agrupamento UPGMA, assumindo que na
distancia genética de 0,11 (70% de similaridade) a populacdo é dividida em duas

subpopulacoes.
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Figura 3 A-B Distribuicdo da probabilidade de AK. A. Estimativa da estrutura
populacional de mangabeira. B. Representacdo das 24 matrizes de mangabeira em
grupos segundo dados moleculares com ISSR, utilizando o programa Structure. As
matrizes estdo representadas por barras verticais com coloracdo de acordo com o
grupo ao qual pertencem (dois grupos, K = 2).

Ao analisar conjuntamente as informacgdes entre o agrupamento UPGMA e a
analise Bayesiana, foi observado uma concordancia nos agrupamentos dos dois
métodos, onde o Grupo | do Structure reuniu o maior nimero de matrizes e similar
ao G-1 do dendrograma. No Grupo Il do Structure, ficaram alocados as demais
matrizes de mangabeira, correspondendo aos grupos G-2, G-3 e G-4 do UPGMA,
com excecao das matrizes 9 e 3.

Os agrupamentos do Structure nao refletiram uma estrutura geografica em
relacdo a diversidade genética (Figuras 1 e 3-B). Observa-se também que as
matrizes de mangabeira mais similares (22 e 19; 18 e 13) ndo sdo as mais proximas

geograficamente (Figura 1 e 2). Essa similaridade entre pares geograficamente
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distantes pode ser explicada pela acdo antrdpica e pela acdo dos dispersores de
sementes (Oliveira et al., 2010).

O indice de diversidade genética de Nei (He), para os dois grupos formados
pelo Structure, foi de 0,18, com o numero de alelos observados de 1,58, e os alelos
efetivos, de 1,29. O indice de Shannon (l) atingiu o valor de 0,27 (Tabela 2). Os
valores encontrados para o He e o | sdo indicativos de que ha diversidade genética
dentro da populacdo. Em suas pesquisas com a mangabeira, Silva et al. (2012),
utilizando marcadores RAPD, encontraram para He o valor de 0,35, e o | = 0,46, e
concluiram que a espécie apresentou alta diversidade genética. Costa et al. (2015),
avaliando a diversidade genética em gendtipos de mangabeira, encontraram valores
médios para He e |, respectivamente de 0,17 e 0,25, sendo semelhantes aos
encontrados neste trabalho. Jimenez et al. (2015) observaram os valores absolutos
para He variando de 0,197 a 0,229.

Tabela 2 Numero de matrizes (N) e parametros genéticos para os dois grupos (K =
2), conforme determinado pelo Structure para as 24 matrizes de mangabeira.

Parametros Grupo | Grupo I Total

N 15 9 24

Na 1,35 (0,48) 1,49 (0,50) 1,58 (0,50)

Ne 1,21 (0,33) 1,32 (0,39) 1,29 (0,33)

He 0,12 (0,19) 0,18 (0,21) 0,18 (0,18)

I 0,19 (0,27) 0,27 (0,30) 0,27 (0,27)
%P 35,09 49,12 57,89

N: Numero de matrizes; Na: N@mero de alelos observados; Ne: Numero de alelos efetivos; He:
Distancia genética de Nei; I: Indice de diversidade de Shannon e %P: Percentual de locos

polimérficos. Os nimeros entre paréntesis representam o desvio-padrao.

O maior indice de diversidade genética de Nei (h) e de Shannon (I) foi
encontrado para o Grupo Il (He = 0,18 e | = 0,27) (Tabela 2). Mesmo possuindo o
menor numero de matrizes, este grupo também apresentou os valores de Na (1,49)
e Ne (1,32) superiores ao do Grupo I; logo, os efeitos da deriva genética sera menor
neste grupo. Em populagcdes pequenas e isoladas, em curto prazo, a deriva genética
pode levar ao afastamento das frequéncias dos genes da populacdo original,
inclusive chegando a perder alelos. Na medida em que o tempo avanca pode haver
um aumento da endogamia decorrente da maior probabilidade de cruzamento entre

plantas aparentadas (Kageyama et al., 1998).
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A andlise de variancia molecular (AMOVA) mostrou que a maior parte da
variacdo genética estd dentro (83,39%) do que entre os grupos (16,61%),
confirmando que o0s niveis de variacdo genética em espécies alégamas sao,
teoricamente, elevados dentro das populacbes e relativamente baixo entre as
populacdes (Hamrick et al., 1992). Estes resultados corroboram com alguns
trabalhos realizados com espécies arbéreas do Cerrado (Zucchi et al., 2005; Soares
et al., 2008). Darrault e Schlindwein (2005), estudando a biologia reprodutiva da
mangabeira, identificaram um mecanismo de autoincompatibilidade que favorece a
polinizagéo cruzada.

A mangabeira é uma fruteira bastante ameacada por causa da reducédo
significativa das areas dos ecossistemas que ocupa na faixa litoranea (Jimenez et
al., 2015) ou na regido central do Brasil (Moura et al.,, 2011). Neste estudo, as
matrizes foram encontradas em ambiente de pastagem e faixa de dominio de
estrada, com forte presséo antropica, formando agregados de plantas isolados entre
si em até 2,1 km. Essas caracteristicas podem restringir o movimento de poélen e dos
dispersores de sementes a curtas distancias e facilitar o cruzamento entre plantas
vizinhas, provocando um maior isolamento entre as subpopulacdes (Moura et al.,
2011). S&o necessarios que as estratégias de conservagcdo in situ e ex situ

promovam a preservacgao da variabilidade genética remanescente.

CONCLUSAO

Os primers ISSR identificaram polimorfismo molecular entre as matrizes de
mangabeira e podem ser utilizados para analises genéticas, visando obter
informacBes para o desenvolvimento de estratégias de conservacédo, programas de
melhoramento e exploracdo comercial. A maior parte da diversidade genética esta
dentro dos grupos, evidenciando a necessidade de conservacao de varias matrizes

para preservacao da variabilidade genética da populacéao.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

COSTA, D. F.; VIEIRA, F. A.; FAJARDO, C. G.; CHAGAS, K. P. T. Diversidade
genética e selecdo de iniciadores ISSR em uma populagdo natural de mangaba
(Hancornia speciosa Gomes) (Apocynaceae). Revista Brasileira de Fruticultura.
37:970-976, 2015.

72



CRUZ, C. D. GENES - a software package for analysis in experimental statistics and
quantitative genetics. Acta Scientiarum Agronomy. 35: 271-276, 2013.

DARRAULT, R. O.; SCHLINDWEIN, C. Limited fruit production in Hancornia
speciosa (Apocynaceae) and pollination by nocturnal and diurnal insects.
Biotropica. 37: 381-388, 2005.

DOYLE, J. J.; DOYLE, J. L. Isolation of plant DNA from fresh tissue. Focus. 12: 13-
15, 1987.

EARL, D. A.; VONHOLDT, B. M. STRUCTURE HARVESTER: a website and
program for visualizing STRUCTURE output and implementing the Evanno method.
Conservation Genetics Resources. 4: 359-361, 2012.

EVANNO, G.; REGNAUT, S.; GOUDET, J. Detecting the number of clusters of
individuals using the software STRUCTURE: a simulation study. Molecular Ecology.
14: 2611-2620, 2005.

EXCOFFIER, L.; LISCHER, H. E. L. Arlequin suite ver 3.5: a new series of programs
to perform population genetics analyses under Linux and Windows. Molecular
Ecology Resources. 10: 564-567, 2010.

FALEIRO, F. G. Marcadores genético-moleculares aplicados a programas de
conservacao e uso de recursos genéticos. Planaltina: Embrapa Cerrados, 2007.
102p.

HAMRICK, J. L.; GODT, M. J. W.; SHERMAN-BROYLES, S. L. Factors influencing
levels of genetic diversity in woody plant species. New Forest. 6: 95-124, 1992.

JACCARD, P. Etude comparative de la distribution florale dans une portion des
Alpes et des Jura. Bulletin de |4 Société vaudoise dés sciences naturelles. 37:
547-579, 1901.

JIMENEZ, H. J.; MARTINS, L. S. S.; MONTARROYOS, A. V. V.; SILVA JUNIOR, J.
F.; ALZATE-MARIN, A. L., MORAES FILHO, R. M. Genetic diversity oh the
Neotropical tree Hancornia speciosa Gomes in natural populations in Northeastern
Brazil. Genetics and Molecular Research. 14: 17749-17757, 2015.

KAGEYAMA, P. Y.; GANDARA, F. B.; SOUZA, L. M. I. Consequéncias genéticas da
fragmentacao sobre populacdes de espécies arboreas. Série Técnica IPEF. 12: 65-
70, 1998.

MOURA, N. F.; CHAVES, L. J.; VENKOVSKY, R.; NAVES, R. V.; AGUIAR, A. V,;
MOURA, M. F. Genetic structure of mangaba (Hancornia speciosa Gomes)
populations in the Cerrado Region of Central Brazil. Bioscience Journal. 27: 473-
481, 2011.

OLIVEIRA, M. S. P.; SANTOS, J. B.; AMORIM, E. P.; FERREIRA, D. F. Variabilidade

genética entre acessos de acaizeiro utilizando marcadores microssatélites. Ciéncia
e Agrotecnologia. 34: 1253-1260, 2010.

73



PEREIRA, A. V.; PEREIRA, E. B. C.; SILVA JUNIOR, J. F.; SILVA, D. B. Mangaba.
In: VIEIRA, R. F.; AGOSTINI-COSTA, T. S.; SILVA, D. B.; SANO, S. M.; FERREIRA,
F. R. (eds). Frutas nativas da regidao Centro-Oeste do Brasil. Brasilia: Embrapa
Informacédo Tecnoldgica, 2010. 221-246p.

PRITCHARD, J. K.; STEPHENS, M.; DONNELLY, P. Inference of population
structure using multilocus genotype data. Genetics. 155: 945-959, 2000.

R CORE TEAM. R: a language and environment for statistical computing. 2016.
Disponivel em: <https://www.r-project.org/>. Acesso em: 16, marco, 2016.

REDDY, M. P.; SARLA, N.; SIDDIQ, E. A. Inter simple sequence repeat (ISSR)
polymorphism and its application in plant breeding. Euphytica. 128: 9-17, 2002.

SILVA, A. V. C.; RABBANI, A. R. C.; SENA-FILHO, J. G.; ALMEIDA, C. S
FEITOSA, R. B. Genetic diversity analysus of mangaba (Hancornia speciosa
Gomes), na exotic Brazilian tropical species. Tropical and Subtropical
Agroecosystems. 15: 217-225, 2012.

SILVA JUNIOR, J. F.; LEDO, A. S. Botanica. In: SILVA JUNIOR, J. F.; LEDO, A. S.
(Ed.). A cultura da mangaba. Aracaju: Embrapa Tabuleiros Costeiros, 2006. 25-
33p.

SOARES, T.; CHAVES, L. J.; TELLES, M. P. C.; DINIZ-FILHO, J. A. F.; RESENDE,
L. V. Distribuicdo espacial da variabilidade genética intrapopulacional de Dipteryx
alata. Pesquisa Agropecuéria Brasileira. 43: 1151-1158, 2008.

VAZ PATTO, M. C.; SATOVIC, Z.; PEGO, S.;: FEVEREIRO, P. Assessing the genetic
diversity of Portuguese maize germoplasm using microsatellite markers. Euphytica.
137: 63-72, 2004.

WRIGHT, S. Evolution and the genetics of populations: the theory of gene
frequencies. Vol. 2. Chicago: University of Chicago Press, 1969. 520p.

YEH, F. C.; YANG, R. C.; BOYLE, T. B. J.; YE, Z. H.; MAO, J. X. POPGENE, the
user-friendly shareware for population genetic analysis. Molecular Biology and
Biotechnology Centre, University of Alberta, Canada. 1997.

ZUCCHI, M. |.; PINHEIRO, J. B.; CHAVES, L. J.; COELHO, A. S. G.; COUTO, M. A;
MORAIS, L. K.; VENCOVSKY, R. Genetic structure and gene flow of Eugenia
dysenterica natural populations. Pesquisa Agropecuéria Brasileira. 40: 975-980,
2005.

74


https://www.r-project.org/

7. CAPITULO IV - ESTAQUIA E ANATOMIA CAULINAR DE MANGABEIRA
(Hancornia speciosa Gomes)

RESUMO

SOARES, Fabiano Silva; M. Sc.; UNIVERSIDADE DO ESTADO DE MATO
GROSSO; Setembro de 2016. Estaguia e anatomia caulinar de mangabeira
(Hancornia speciosa Gomes). Orientador: Petterson Baptista da Luz. Coorientadora:
Ana Aparecida Bandini Rossi.

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) € uma fruteira com grande potencial
para exploragdo comercial, encontrada em varias regibes do Brasil e com alta
frequéncia no bioma Cerrado. A propagacao de mangabeira por estaquia poderia ser
um método eficiente para obtencdo de material homogéneo, com caracteristicas
genéticas desejaveis, produzido a partir de plantas matrizes selecionadas. Este
trabalho teve por objetivo estudar o enraizamento de estacas lenhosas de ramos
intermediarios e herbaceas de brotacées do ano de arvores adultas, coletadas nos
municipios de Céaceres e Chapada dos Guimaraes, estado de Mato Grosso, tratadas
com solugdes hidroalcodlicas de acido indol-3-butirico (AIB). Fragmentos da base
das estacas foram utilizados para identificacdo de barreiras anatdmicas. N&o houve
enraizamento das estacas de mangabeira, sendo constatada mortalidade total das
mesmas. Estruturalmente, ndo foi detectada nenhuma possivel barreira mecanica ou

diferencas anatébmicas que dificultasse o enraizamento das estacas.

Palavras-chave: Cerrado, mangaba, propagacéo vegetativa, anatomia do caule.
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CUTTING AND STEM ANATOMY OF MANGABEIRA (Hancornia speciosa
Gomes)

ABSTRACT

SOARES, Fabiano Silva; M. Sc.; UNIVERSIDADE DO ESTADO DE MATO
GROSSO; September 2016. Cutting and stem anatomy of mangabeira (Hancornia
speciosa Gomes). Advisor: Petterson Baptista da Luz. Co-advisor: Ana Aparecida
Bandini Rossi.

Mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) is a fruit tree species with great potential
for commercial exploitation, found several regions of Brazil and highly frequent in the
Cerrado biome. The propagation of mangabeira by cuttings could be an efficient
method to obtain homogeneous material, with desirable genetic characteristics,
produced from selected mother plants. This work aimed to study the rooting of
hardwood cuttings of intermediate portion of the branches and herbaceous of sprouts
of the year from mature trees, collected in Caceres and Chapada dos Guimaraes
city, State of Mato Grosso, and treated with alcoholic solutions of indole-3-butyric
acid (AIB). Fragments of the cuttings base were used for the identification of
anatomical barriers. The cuttings of mangabeira did not rooted, being observed the
total mortality of them. Structurally, it was not detected any possible mechanical

barrier or anatomical differences that could difficult rooting.

Keywords: Cerrado biome, mangaba, vegetative propagation, stem anatomy.

76



INTRODUCAO

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes - Apocynaceae) é uma arborea
nativa do Brasil, com ocorréncia frequente no Cerrado. A espécie possui potencial
para exploragdo comercial devido aos frutos, que sdo consumidos frescos ou
utilizados no preparo de sucos, geleias e sorvetes (Moura et al., 2011). Estudos
recentes tém demonstrado que a elevada quantidade de antioxidantes naturais na
polpa caracteriza o fruto de mangaba como um alimento funcional (Assumpcéo et
al., 2014; Cardoso et al., 2014).

A producdo de mudas de mangabeira é feita via sexuada, porém, as
sementes perdem a viabilidade em longo prazo devido a presenca de substancias
inibidoras na polpa do fruto e sua natureza recalcitrante (Soares et al., 2015). Aliado
a isso, a ampla variacdo fenotipica, resultando em variabilidade genética das
progénies (Ganga et al., 2009), e o desenvolvimento lento apresentado pelas mudas
(Vieira et al., 2013) séo consideradas como desvantagens aos plantios comerciais.

As técnicas de propagacédo vegetativa, e, dentre elas a estaquia, constituem
uma alternativa na propagacdo comercial de fruteiras, estando sua escolha
dependente da facilidade de enraizamento da espécie, qualidade do sistema
radicular formado e do desenvolvimento das mudas no campo (Fachinello et al.,
2005). Além de garantir a antecipacdo do periodo reprodutivo, ha manutencdo das
caracteristicas da planta-matriz nos descendentes, assegurando a formacdo de
pomares homogéneos e a facilidade de manejo no cultivo (Sasso et al., 2010).

A estaquia consiste na formacdo de raizes adventicias em O6rgaos
vegetativos, em resposta a concentracdo de auxina, com envolvimento dos
processos de desdiferenciacdo, rediferenciacdo, alongamento e divisdo celular
(Hartmann et al., 2011). Contudo, as auxinas por si s6 ndo sao totalmente eficazes a
iniciacdo radicial, e as caracteristicas genéticas, idade da planta matriz,
armazenamento, sanidade, tipo da estaca e presenca de cofatores estdo envolvidos
no enraizamento (Fachinello et al., 2005). Outros fatores, como a temperatura,
luminosidade, umidade e a qualidade do substrato, também exercem influéncia no
processo de desenvolvimento radicular da estaca (Xavier et al., 2013).

Entretanto, um dos maiores entraves a emissdo de raizes, principalmente
em estaca de material adulto, esta na maturidade dos tecidos, uma vez que tecidos

mais velhos costumam apresentar um aumento no conteudo de inibidores e
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diminuicdo dos cofatores de enraizamento (Hartmann et al., 2011). Neste caso, h&
necessidade de explorar a capacidade de enraizamento de material juvenil, e as
evidéncias sugerem que estacas provenientes de brotacbes jovens tém mais
facilidade de enraizamento, mesmo nédo caracterizando uma verdadeira condicao de
juvenilidade (Fachinello et al., 2005).

Este comportamento pode estar diretamente relacionado a estrutura
anatdmica do caule, tendo em vista que as raizes adventicias se originam no floema,
raios vasculares, cambio ou a partir dos calos produzidos na base das estacas
(Hartmann et al.,, 2011). Ademais, algumas espécies de dificil enraizamento
apresentam fibras esclerenquimaticas, que podem formar uma camada entre o
cortex e o floema, cuja continuidade afeta negativamente a capacidade de
enraizamento (Ono e Rodrigues, 1996).

Diante do exposto, objetivou-se com o presente trabalho estudar o
comportamento de tipos de estacas e concentracdes de AIB no enraizamento de
procedéncias de mangabeira do estado de Mato Grosso e verificar a existéncia de

possiveis barreiras anatémicas no caule.

MATERIAL E METODOS

Material Vegetal

Populacdes naturais de mangabeira foram amostradas nos municipios de
Céaceres e Chapada dos Guimardes, abrangendo o Centro-Sul do estado de Mato
Grosso (Tabela 1). Em cada localidade, as &rvores foram encontradas por
caminhamento e selecionadas pelo bom aspecto fitossanitario. Cada matriz recebeu
uma placa de aluminio contendo um cdédigo de identificacdo. As coordenadas
geograficas foram obtidas por meio de receptor Global Positioning System (GPS),

com precisao aproximada de 4 m.

Tabela 1 Localizagdo, coordenadas, altitude e numero de arvores matrizes (N)
amostradas por localidade no estado de Mato Grosso.

Localidade N Latitude (S) Longitude (O) Altitude (m)
Céceres 26 16° 14' 44" 57° 29" 20" 431
Chapada dos Guimaraes 32 15°06' 47" 55° 39' 35" 352
Total 58 - - -
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O clima da regido é o quente subumido, classificado como tropical de
savana (Aw), segundo Kdppen. A temperatura média anual fica em torno de 22 a 24
°C, com maximas absolutas podendo ultrapassar os 40 °C e as minimas absolutas
atingindo valores préximos de zero. A precipitacédo pluviométrica oscila entre 1.200 e
1.800 mm anuais. A regido apresenta solos arenosos, com ocorréncia de pontos
apresentando afloramento rochoso e vegetacéo de Cerrado sentido restrito.

Ramos caulinares foram coletados de 58 arvores adultas, com altura média
de 3-5 m (Figura 1-A), em setembro/dezembro de 2014 e em fevereiro de 2015.
Logo apoés, os ramos envoltos em papel umedecido e acondicionados em sacos
plasticos foram transportados até o Laboratério de Sementes e Plantas Ornamentais
da Universidade do Estado de Mato Grosso, em Céaceres-MT. A partir desses ramos
foram preparadas estacas de dois tipos, sendo: estacas de brotacdes do ano,
aquelas obtidas no caule e de consisténcia herbacea (Figura 1-B), e estacas da
porgdo intermediaria dos ramos, com consisténcia lenhosa (Figura 1-C). Na primeira
coleta foram obtidas estacas da por¢ao intermediaria dos ramos, enquanto que na

segunda apenas estacas de brotacdes do ano.

Figura 1 A-D Propagacio vegetativa de mangabeira. A. Arvore matriz em seu hébitat
natural. B. Estaca caulinar de brotacdo do ano. Barra = 1 cm. C. Estaca caulinar da
porcdo intermediaria do ramo. Barra = 1 cm. D. Bandejas em suspensdo na casa de
vegetacao contendo as estacas caulinares no substrato areia lavada.

79



Estaquia

As estacas foram preparadas com 15 cm de comprimento e 0,6 cm de
diametro, em média, eliminando-se todas as folhas, com corte reto no apice e em
bisel na base. Para manter a turgescéncia do tecido e reduzir a oxidagcao, durante o
experimento, as estacas foram mantidas em um recipiente com agua.

Os tratamentos consistiram de seis concentracdes de acido indol-3-butirico
(AIB): 0, 2.000, 4.000, 6.000, 8.000 e 10.000 mg L%, preparado através da diluicdo
em alcool etilico 98° GL e adicdo de agua destilada na proporcédo de 50% (v/v). O
tratamento foi realizado pelo método rapido, submergindo a base das estacas
durante 5 segundos.

Para o enraizamento, foram utilizados, como recipiente, bandejas de
poliestireno expandido de 72 células e 120 cm3 de capacidade por célula e, como
substrato, areia lavada (Figura 1-D). O processo de enraizamento foi conduzido em
casa de vegetacédo climatizada com nebulizacdo intermitente, umidade relativa do ar
acima de 80% e temperatura de 24+2 °C. Aos 60 dias, foram avaliadas as
porcentagens de sobrevivéncia, de enraizamento, de presenca de calos e de
brotacdes.

A implantagdo do experimento seguiu o delineamento inteiramente
casualizado, com arranjo fatorial 6 x 2 (concentragdes de AIB e duas procedéncias),
com quatro repeticdes de dez estacas por unidade experimental, totalizando 480

estacas, para cada tipo de estaca, separadamente.

Anélise anatbmica

No momento da instalacdo dos experimentos foram coletadas amostras da
base das estacas com aproximadamente cinco centimetros, em cada tipo de estaca.
As amostras foram estocadas em etanol 70% até a confeccdo das laminas, com o0s
cortes anatémicos. Estes procedimentos foram realizados no Laboratério de Biologia
Vegetal da UNEMAT, em Alta Floresta-MT.

O material foi seccionado a méo livre, com auxilio de lamina de barbear. Os
cortes foram clarificados em solucéo de hipoclorito de sdédio a 2% diluido em agua
destilada, corados com azul de astra e fucsina basica (Johansen, 1940) e montados
em laminas semipermanentes com gelatina glicerinada. As laminas foram analisadas
e fotografadas em microscopio Leica DMLB, acoplado a camera fotografica Leica
ICCH50.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Estaquia

Nos dois experimentos houve mortalidade geral das estacas, independente
da concentracdo de AIB e da procedéncia dos propagulos. Devido a isso, nao foi
possivel realizar a analise estatistica dos experimentos de estaquia. Resultado
similar ao encontrado neste trabalho foram obtidos por Ledermann et al. (1989) e
Borges e Zica (1994), os quais também verificaram que a técnica de enraizamento
de estacas caulinares ndo se consolidou para a propagacdo comercial da
mangabeira.

ApoOs a instalacdo dos experimentos, observou-se que somente as estacas
da porcdo intermediaria dos ramos emitiram brotacdes (Figura 2-A), mas que
posteriormente cairam. Em seguida, essas estacas sofreram escurecimento
progressivo do tecido, o que resultou na reducdo drastica da sua sobrevivéncia,
percebida ainda no primeiro més de cultivo (Figura 2-B), coincidindo com as estacas
de brotac6es do ano. Apds o 60° dia, todas as estacas apresentaram-se mortas.

Houve o acimulo de latex na base das estacas (Figura 2-C).

Figura 2 A-C Estacas caulinares de mangabeira. A. Detalhe de uma estaca da
porcdo intermediaria com emissdo de folhas no 30° dia de estaqueamento. B.
Estacas mortas no 60° dia de estaqueamento. C. Detalhe da base de uma estaca
evidenciando o acumulo de latex. Barra: 2 mm.

Em espécies consideradas de dificil enraizamento, que apresentam pouca
ou nenhuma resposta aos estimulos fornecidos (Xavier et al., 2013), o tempo de
permanéncia no leito de enraizamento pode levar a uma condi¢cdo fisiologica

estressante. Como consequéncia e frequentemente, a mortalidade da estaca pode
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estar associada a desidratacdo do tecido (Hartmann et al., 2011) e a falta de
capacidade das células para receber incitagdo hormonal (Trewavas e Cleland,
1983). Esses fatores tém sido apontados na estaquia de outras espécies nativas,
como Laurus nobilis (Fochesato et al., 2006), Camellia sinensis (Lima et al., 2011) e
Euplassa inaequalis (Oliveira e Ribeiro, 2013).

A retirada das folhas também pode estar associada a mortalidade das
estacas, pois segundo Hartmann et al. (2011) sdo fontes de auxinas, cofatores e
fotoassimilados que proporcionam melhores taxas de enraizamento. Conforme
Fochesato et al. (2006), na estaquia de L. nobilis, mantendo zero, 2 ou 4 folhas, as
estacas na auséncia de folhas apresentaram 100% de mortalidade, enquanto que
estacas com 2 e 4 folhas a mortalidade foi de 16,7% e 11,5%, respectivamente. Os
autores atribuiram ao esgotamento das reservas, por ocasido da brotacdo, e a
auséncia de hormonios produzidos nas folhas, a mortalidade das estacas sem
folhas.

A influéncia negativa da retirada de folhas em estacas caulinares foi
constatada por outros autores, com diferentes espécies, como Bordin et al. (2005),
em estacas semilenhosas de porta-enxerto de Vitis spp., e Betanin e Nienow (2010),
em estacas lenhosas de Erythrina falcata. Santoro et al. (2010) ao compararem tipos
de estacas herbaceas de Psidium guajava, verificaram que para estacas sem folhas
o enraizamento foi nulo, e que as demais, com folhas, apresentaram enraizamento
variando entre 73,7 e 75%.

Outro fator que pode estar relacionado a mortalidade das estacas de
mangabeira € a presenca do latex. Este comportamento foi relatado por Pimenta et
al. (2005), afirmando que a composicdo quimica do latex e a obstrucdo fisica,
dificultando a absorcdo do regulador vegetal, podem ser as causas da mortalidade
de estacas caulinares de Sapium glandulatum. Nascimento (2011), realizando a
estaquia de brotacdes caulinares de Hevea brasiliensis também verificou a
ocorréncia de necrose na base das estacas trés semanas apds, com morte das
estacas apds cinco semanas, possivelmente pela presenca de alguma substancia
presente no latex com agéo inibitoria.

No presente trabalho, a secregcdo in vivo das estacas foi observada
imediatamente ap0s o seccionamento, apresentando coloracdo branca leitosa de

aspecto viscoso. Durante a permanéncia das estacas em agua (etapa de confeccao)
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observou-se a lixiviagdo do latex, porém, o tempo reduzido pode néo ter contribuido

para a remog&ao completa, resultando no seu acumulo na base das mesmas.

Analise anatbmica

Analisando as seccles transversais da base das estacas (Figura 3),
observa-se a organizagéo interna dos tecidos em sistema de revestimento, regiao
cortical, cilindro vascular e regido medular. As diferencas anatdmicas entre os dois
tipos de estacas revelam o grau de desenvolvimento e a maturidade dos tecidos.

As estacas de brotagcbes do ano (Figura 3-A), com estrutura primaria,
apresentam epiderme constituida por uma Unica camada de células. No cortex
observam-se células de paredes delgadas e aproximadamente isodiamétricas. Um
anel descontinuo de fibras gelatinosas, caracterizadas por apresentar a camada
parietal interna néo lignificada, envolve o sistema vascular (Figura 3-C). Os floemas
externo e interno, ainda pouco perceptiveis, sao identificados pela posicdo
topografica que ocupam no tecido. O xilema primario é distinguido em protoxilema e
metaxilema, com o cambio vascular ativo. A medula bastante ampla consiste de
células parenquimaticas de paredes delgadas e contem cristais de oxalato de caélcio,
que também estdo presentes no cortex. ldioblastos ocorrem na regido cortical,
floematica e medular.

Nas estacas da porcdo intermediaria dos ramos (Figura 3-B), o suber
substitui a epiderme, em decorréncia do crescimento secundario e expansao
circunferencial do caule. Neste estagio, o cOrtex apresenta-se reduzido, formado por
células de formatos e tamanhos variados, e arranjo de fibras. O anel descontinuo de
fibras gelatinosas apresenta maior niumero de estratos com células de parede
lignificadas e lumen reduzido (Figura 3-D). O floema externo constitui-se de
elementos crivados e células parenquimaticas, formando um anel continuo junto ao
xilema secundario. Por sua vez, este se encontra totalmente lignificado, constituido
por elementos de vasos maiores dispostos em fileiras e, entre eles, numerosas
fibras, separadas por raios parenquimaticos. O floema interno esta disposto em
corddes lado a lado, com composicdo similar ao externo. A regido medular
parenquimatica é reduzida. A distribuicdo dos idioblastos segue o padréo observado

para o caule em estrutura primaria.
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Figura 3 A-D Seccdes transversais da base das estacas caulinares de mangabeira.
A. Organizacao geral da estaca de brotacdo do ano (—> idioblastos; *cristais de
oxalato de célcio). Barra: 100 um. B. Organizacdo geral da estaca da porcéo
intermediaria do ramo (> idioblastos). Barra: 100 um. C. Detalhe das fibras
gelatinosas sem lignificacdo. Barra: 20 um. D. Detalhe das fibras gelatinosas

totalmente lignificadas. Barra: 30 pm.

Abreviacdes: anel de fibras gelatinosas (fg); cambio vascular (cv); cortex (co); epiderme (ep); fibras
(fb); floema externo (fex); floema interno (fit); metaxilema (mx); medula (me); protoxilema (ptx); raio
parenquimatico (rp); stber (su) e xilema secundario (xs).
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As Apocindceas, em crescimento secundario, caracterizam-se pela
periderme formada a partir da instalacdo superficial do felogénio no caule, que
empurra o suber em direcao a periferia, e a feloderme em direcdo ao coértex (Metcalf
e Chalk, 1950). Segundo Simon et al. (2009), a presenca de periderme funciona
como mecanismo de protecdo ao fogo, tipico do bioma Cerrado. Outras
caracteristicas anatdbmicas de ocorréncia universal na familia séo o floema interno e
fibras gelatinosas, quase invariavelmente nao lignificadas (Metcalf e Chalk, 1950),
considerados como caracteres xeromorfos, auxiliando a planta na sua sobrevivéncia
aos ambientes com déficit hidrico (Paviani, 1978; Cutler et al., 2011). Idioblastos
encontrados em forma de cristais no cértex e parénquima medular podem ser Uteis
na defesa contra herbivoria e na osmorregulacdo da planta (Nakata, 2003).

De modo geral, o anel de fibras gelatinosas, o floema externo e interno e o
cambio vascular ativo sdo estruturas anatbmicas que ndo representam obstaculos
para a emergéncia radicular. Hartmann et al. (2011) relataram que as raizes
adventicias podem ter origem no floema, nos raios vasculares ou no cambio. Mayer
et al. (2008) verificaram que as raizes adventicias de Calliandra brevipes e C.
tweeddi sdo formadas nas células da regido externa do floema junto ao periciclo ou
da regido interna do floema secundéario proximo ao cambio. Em estacas de
Tibouchina sellowiana a origem das raizes adventicias sdo as células do cambio
vascular e estdo conectadas ao xilema (Bortolini et al., 2008), assim como em
Maytenus muelleri (Lima et al., 2011). Raizes adventicias de Corymbia torelliana e
Eucalyptus camaldulensis tém origem direta a partir do floema ou do cambio
vascular (Bryant e Trueman, 2015).

As observacfGes anatbmicas ndo revelaram a presenca de uma barreira
mecanica a emissao de raizes adventicias, pois segundo Ono e Rodrigues (1996), a
capacidade de enraizamento de algumas espécies esta inversamente relacionada
com a continuidade do anel esclerenquimatico. Observacdes semelhantes foram
registradas para Piptocarpha angustifolia (Ferriani et al.,, 2008) e E. inaequalis
(Oliveira e Ribeiro, 2013), em que a presenca de fibras descontinuas na regiédo
cortical ndo estédo associadas com a dificuldade de enraizamento, as quais também
apresentaram mortalidade das estacas.

Deste modo, sugere-se que novos estudos sejam realizados para a
mangabeira, utilizando estacas caulinares com folhas, visando a reducgéo dos efeitos

provocados pela desidratacdo das estacas, e 0 maior aproveitamento dos
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fotoassimilados e das auxinas que sao produzidos no tecido foliar. Considerando
que o caule ndo apresenta barreiras fisicas ao enraizamento, o uso de estacas
provenientes dos ramos e de brotacbes do ano de arvores adultas podem ser

averiguados.

CONCLUSAO

A estaquia de brotacbes do ano e dos ramos provenientes de arvores
adultas de mangabeira do estado de Mato Grosso ndo se mostrou viavel, mesmo
com a utilizagao de AIB.

A presenca do anel descontinuo de fibras gelatinosas nédo atua como

barreira anatdmica a emergéncia radicular.
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8. CONCLUSOES GERAIS

Nas condi¢cdes em que foram desenvolvidos 0s experimentos que compde
esse trabalho, conclui-se que:

A maioria das arvores matrizes que compde as duas populacdes estudadas
no Cerrado da regido Centro-Sul de Mato Grosso possuem frutos adequados para o
consumo in natura e/ou para industrializacdo, podem ser explorados pelos
programas de melhoramento genético e cultivos comerciais.

O uso de marcadores moleculares ISSR é eficiente para detectar
polimorfismo genético e sdo indicados para realizacdo de futuros estudos de
diversidade genética e estrutura populacional da mangabeira.

A combinacéo dos dados morfolégicos e moleculares auxilia na identificacao
das arvores matrizes mais divergentes e com as melhores caracteristicas fisicas e
fisico-quimicas dos frutos.

A populacédo da regido de Chapada dos Guimardes-MT apresenta a maior
porcdo da sua diversidade genética dentro dos grupos, necessitando que varias
arvores de muitas subpopulacdes sejam conservadas para garantir a preservacao
da variabilidade remanescente.

Acerca da propagacao vegetativa via estaquia, a mangabeira € uma espécie
de dificil enraizamento, com auséncia de barreiras anatdmicas que possam impedir
a emergéncia dos primérdios radiculares. E indicado que novos estudos sejam
realizados afim de averiguar se a presenca de folhas nas estacas é um fator

importante na capacidade de enraizamento adventicio.
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