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RESUMO

ZORTEA, KELLI EVELIN MULLER; Universidade do Estado de Mato Grosso; Janeiro
de 2018. Comportamento meiédtico, viabilidade polinica e estrutura genética em
populacdes naturais de cajazeira (Spondias mombin L., Anacardiaceae) no Brasil.
Orientadora: Ana Aparecida Bandini Rossi.

A cajazeira (Spondias mombin L.) é uma espécie arbdérea frutifera com potencial de
mercado devido a qualidade sensorial de seus frutos, porém o conhecimento sobre 0s
aspectos reprodutivos e diversidade genética desta espécie sdo escassos. Diante
disso, este trabalho objetivou descrever as caracteristicas morfoldgicas da planta e do
polen, verificar o0 comportamento meiético e a viabilidade polinica, bem como avaliar
a diversidade genética de S. mombin no estado de Mato Grosso, Brasil. Os aspectos
reprodutivos foram verificados por meio da viabilidade polinica via teste colorimétrico
e germinacdo in vitro, comportamento meidtico e relacdo polen/évulo, em 16
individuos coletados no municipio de Alta Floresta, MT. A diversidade e estrutura
genética foi avaliada em 139 individuos distribuidos em dez popula¢des naturais no
estado de Mato Grosso, por meio de sete marcadores moleculares microssatélites. S.
mombin é andromondica, com podlen prolato, tricolpados, muito grandes, area polar
pequena e sexina reticulada a estriada. A viabilidade polinica da espécie é
considerada alta (96,47%). A germinacao do polen foi influenciada positivamente pela
presenca da sacarose e do acido borico no meio de cultura. A meiose de S. mombin
€ regular, com 13,26% de células com divisdo anormal e indice meiotico alto (96,53%).
A razdo poélen/évulo indicou que a espécie possui xenogamia obrigatéria. Na
caracterizacdo molecular, foram amplificados 46 alelos, com média de 6,6 alelos por
locos. Seis populacdes apresentam Ho maior que He. O indice de fixacao foi positivo,
indicando a presenga de endogamia. O PIC variou de 0,048 a 0,700 e apenas dois
locos foram pouco informativos. Foram encontrados 27 alelos raros e 16 exclusivos
nas populacdes, sendo que Alta Floresta e Caceres continham a maior quantidade
destes. O maior componente de variacao foi intrapopulacional (90,64%) e a estimativa
de fluxo génico foi de 1,99, indicando que as populacdes ndo estdo geneticamente
isoladas. Os agrupamentos geraram dois grupos, com Alta Floresta e Marcelandia
separadas das demais populacdes e observou-se que a estrutura genética ndo esta
relacionada com a distancia geografica entre as populacdes. As informacdes sobre 0s
aspectos reprodutivos de S. mombin auxiliardo no planejamento e implantacdo de
cultivos comerciais e em programas de melhoramento e conservacao da espécie. As
populacdes analisadas apresentam diversidade genética e devem ser conservadas in
situ ou ex situ, por constituirem fontes promissoras para coleta de germoplasma.

PALAVRAS-CHAVE: Caja, Recursos Genéticos, Biologia Reprodutiva, Conservacao,
Diversidade genética.



ABSTRACT

ZORTEA, KELLI EVELIN MULLER; Universidade do Estado de Mato Grosso; January,
2018. Meiotic behaviour, pollen viability and genetic structure in native populations of
yellow mombin (Spondias mombin L., Anacardiaceae) in Brazil. Adviser: Ana
Aparecida Bandini Rossi.

The caja tree (Spondias mombin L.) is a fruit tree species with market potential due to
the sensorial quality of its fruits, however the knowledge about the reproductive
aspects and genetic diversity of this species are scarce. The objective of this study
was to describe the morphological characteristics of the plant and pollen, verify meiotic
behavior and pollen viability, as well as evaluate the genetic diversity of S. mombin in
the state of Mato Grosso, Brazil. The reproductive aspects were verified through pollen
viability via colorimetric test and in vitro germination, meiotic behavior and pollen/ovule
relation, in 16 individuals collected in the citty of Alta Floresta, MT. The diversity and
genetic structure was evaluated in 139 individuals distributed in ten natural populations
in the state of Mato Grosso, through 7 microsatellite molecular markers. S. mombin is
andromonotic, with prolate, tricolpates, very large pollen, small polar area and sexine
reticulated to striate. The pollen viability of the species is considered high (96.47%).
Pollen germination was positively influenced by the presence of sucrose and boric acid
in the culture medium. S. mombin meiosis is regular, with 13.26% cells with abnormal
division and high meiotic index (96.53%). The pollen/ovule ratio indicated that the
species has mandatory xenogamy. In the molecular characterization, 46 alleles were
amplified, with an average of 6.6 alleles per loci. Six populations show Ho larger than
He. The fixation index was positive, indicating the presence of inbreeding. The PIC
ranged from 0.048 to 0.700 and only two loci were poorly informative. Twenty seven
rare and 16 unique alleles were found in the populations, with Alta Floresta and
Céceres containing the largest number of them. The largest component of variation
was intrapopulation (90.64%) and the gene flow estimate was 1.99, indicating that the
populations are not genetically isolated. The clusters generated two groups, with Alta
Floresta and Marcelandia separated from the other populations and it was observed
that the genetic structure is not related to the geographic distance between the
populations. Information on the reproductive aspects of S. mombin will assist in the
planning and implementation of commercial crops and breeding and conservation
programs of the species. The analyzed populations present genetic diversity and must
be conserved in situ or ex situ, as they are promising sources for the germplasm
collection.

KEY WORDS: Yellow mombin, Genetic Resources, Reproductive Biology,
Conservation, Genetic diversity.



1. INTRODUCAO GERAL

A cajazeira (Spondias mombin L.) pertencente a familia Anacardiaceae, € uma
espécie arborea de grande porte podendo chegar a 30 metros de altura (Lorenzi,
1992). E uma espécie com ampla distribuicdo pelo mundo, sendo nativa na América
tropical, introduzida e cultivada na Africa e na Asia (Mitchell e Daly, 2015). A Regido
Amazoénica e a Mata Atlantica sdo apontadas como centros de diversidade genética
da espécie, todavia ela esta presente em quase todo o territério nacional, seja de
forma espontanea ou em cultivos domésticos (Justiniano et al., 2001).

Os frutos da cajazeira apresentam propriedades sensoriais e nutricionais cada
vez mais apreciadas, sao ricos em vitaminas A, B e C, célcio, fosforo, potassio,
carotendides, e taninos, e podem ser consumidos in natura ou em forma de polpa,
néctar, sorvete, doce ou licor (Lima et al., 2011). O aumento da demanda dos frutos
da cajazeira tem despertado interesse para o cultivo da espécie em grande escala,
uma vez que a producdo atual esta baseada em exploracdo extrativista e cultivos
domésticos (Soares et al., 2006). Estudos com cajazeira tem se concentrado em
técnicas de propagacdo, e propriedades fisico-quimicas dos frutos (Silva, 2008),
porém, pouca atencdo vem sendo dada a estudos relacionados aos aspectos
reprodutivos e a diversidade genética da espécie.

Informacdes acerca dos aspectos reprodutivos e da fertilidade das plantas séo
essenciais em programas de melhoramento para garantir o sucesso de cruzamentos
(Moreira et al., 2017). Este conhecimento também auxilia na produgéo de frutos em
plantios comerciais, uma vez que a fertiidade é fator determinante para a
produtividade. De acordo com Moreira et al. (2017), fertiidade de uma espécie,
geralmente € medida pela viabilidade do pdlen, sendo o resultado da formacao normal
e equilibrada de gametas durante a meiose.

O conhecimento da diversidade genética da espécie é primordial para sua
conservagao e sustentabilidade, bem como para a identificacdo e conservacao de
genotipos superiores para o cultivo comercial e/ou uso em programas de
melhoramento. A diversidade genética € avaliada através das caracteristicas
agrondmicas, morfologicas, moleculares, entre outras, e as informac¢des obtidas com
as avaliagOes, sado expressas em medidas de dissimilaridade que representam a

diversidade no conjunto de populagfes e gendtipos estudados (Cruz et al., 2011).
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Varios marcadores moleculares estdo disponiveis para a caracterizacao
molecular da diversidade, sendo os microssatélites (SSR), os mais utilizados
atualmente. Esses marcadores apresentam muitas caracteristicas positivas: heranca
co-dominante, transferibilidade, alto grau de polimorfismo mesmo em linhagens
proximas, cobertura gendmica extensa e bem distribuida e reproducéo via PCR
(Reacdo em Cadeia da Polimerase) (Millach, 1999; Téth, 2000; Grattapaglia, 2007;
Kalia et al., 2011).

Sendo assim, este trabalho objetiva descrever as caracteristicas morfologicas
da planta e do pdlen, verificar o comportamento meidtico e a viabilidade polinica, bem
como acessar a diversidade genética de S. mombin no estado de Mato Grosso, com
base em informacBes geradas por marcadores moleculares microssatélites. Este
estudo pretende gerar informacdes que contribuam com a conservacao e uso da
espécie.

Este trabalho esté dividido em dois capitulos. O primeiro capitulo descreve a
morfologia da planta e do pdlen e aspectos reprodutivos da espécie. O segundo
capitulo, aborda a diversidade e a estrutura genética em popula¢des naturais de S.
mombin localizadas no estado de Mato Grosso, Brasil, tendo como ferramenta os

marcadores moleculares microssatélites.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Classificacado botanica e distribuicdo geografica de S. mombin

A familia Anacardiaceae inclui oitenta e um géneros e oitocentas espécies
essencialmente tropicais e no Brasil a familia é representada por quatorze géneros e
cinquenta e quatro espécies, das quais treze sdo restritas ao pais (Luz et al., 2013).
Pertencem a esta familia, diversas frutiferas tropicais de importancia econémica,
como o cajueiro (Anacardium occidentale L.) e a mangueira (Mangifera indica L.), que
fazem parte da producgéo nacional (Santana, 2010). As caracteristicas da familia que
a distingue de outras sao a presenca de disco intraestaminal dotados de canais
resiniferos, cuja seiva adquire coloracdo preta em contato com o ar, Ovario
comumente unilocular e fruto tipo drupa (Kiill et al., 2013).

Dentro desta familia encontra-se o género Spondias que compreende 18
espécies distribuidas pela Asia, Oceania e América Latina, tanto de forma nativa
guanto cultivada (Airy Shaw e Forman, 1967). Esse género foi estabelecido por
Linnaeus em 1753, incluindo apenas a espécie Spondias mombin L. e mais tarde se
expandiu com a publicacdo de outras espécies frutiferas como: Spondias purpurea L.
(ciriguela), Spondias cytherea Sonn. (caja-manga) e Spondias pinnata (L.f.) Kurz.,
entre outras (Mitchell e Daly, 2015). No Brasil o género Spondias esta representado
por onze espécies, dentre elas S. mombin L. (Flora do Brasil, 2017).

A espécie Spondias mombin é uma arbdrea perene, amplamente distribuida
em toda a América tropical e nativa desde o México até o Brasil (Mitchell e Daly, 2015).
Foi introduzida nas regides tropicais da Africa e Asia onde € comumente cultivada
(Mitchell e Daly, 2015) (Figura 1A). Os centros de diversidade da espécie sdo a Mata
Atlantica e a Amazonia Ocidental no estado do Acre, no Brasil, e as areas adjacentes
do Peru e da Bolivia (Janick e Paull, 2008). Apesar disso, nao ha comprovacao de que
os exemplares da Mata Atlantica brasileira sdo nativos ou introduzidos (Silva Junior et
al., 2004; Mitchell e Daly, 2015). No Brasil encontra-se distribuida nas regiées: norte,
nordeste, centro-oeste e sudeste, abrangendo os biomas: Amazbnia, Caatinga,
Cerrado e Mata Atlantica (Flora do Brasil, 2017) (Figura 1B).

No Brasil, as arvores da cajazeira sdo encontradas isoladas ou em grupos, na
natureza ou em quintais domésticos. E uma planta adaptada & areas Umidas tropicais

e aridas, e até mesmo em areas subtropicais quentes, sem geada, ndo cresce
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satisfatoriamente acima de 1.000m e tolera solos com um estado moderadamente
baixo de nutrientes (Janick e Paull, 2008).

Em funcdo da sua distribuicdo mundial, S. mombin chega a ter 96 nomes
comuns, dependendo do pais onde se encontra (Mitchell e Daly, 2015). No Brasil &
popularmente conhecida por: “tapereba” na Amazdnia, como “cajazeira-miuda” e
“caja-pequeno” em S&o Paulo e Minas Gerais, por “cajazeira” e “caja-mirim” nos

estados do Sul, e como “caja” na maioria dos estados do Nordeste (Pinto et al., 2003).

= S. mombin (native)
= = S. mombin (cultivated)

.......

......

Figura 01. Distribuicdo geogréafica de Spondias mombin L. A) Distribuicdo da espécie
em areas nativas e cultivadas (Fonte: Mitchell e Daly, 2015). B) Estados onde a
espécie ocorre no Brasil, indicado pelas areas coloridas do mapa (Fonte: Flora do
Brasil, 2017).

2.2 Caracterizacdao, fenologia e biologia reprodutiva de S. mombin

A cajazeira € uma espécie arborea lenhosa e de grande porte (Figura 2A),
podendo atingir até 30 metros de altura; o tronco, revestido por uma casca grossa e
rugosa (Figura 2B), é ereto e esgalha e ramifica na parte terminal (Lorenzi, 1992;
Souza e Bleicher, 2002). As folhas sdo compostas, imparipinadas e com 5-9 pares de
foliolos opostos (Ramos, 2009).

Possui inflorescéncia do tipo panicula terminal (Figura 2C), as flores séo do
tipo pediceladas (Figura 2D), androceu composto por 10 estames de mesmo tamanho,
todos com filetes brancos e anteras amarelas (Ramos, 2009). As flores masculinas
apresentam pistilodio e as flores hermafroditas possuem gineceu com ovario supero
(Ramos, 2009). O ovério possui 4 (quatro) (Ramos, 2009) ou 5 (cinco) loculos (Lozano,
1986; Silva, 2003), com um unico évulo em cada um dos loculos (Lozano, 1986; Silva,
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2003; Ramos, 2009). Carneiro e Martins (2012) definiram o sistema sexual como
andromonaico, com flores hermafroditas e masculinas em um mesmo individuo.

Os frutos séo do tipo drupa (Figura 2E), perfumados, com mesocarpo carnoso,
amarelo, de sabor agridoce, contendo carotenoides, acucares e vitaminas A, B e C
(Barroso et al., 1999; Ramos, 2009). O endocarpo, comumente chamado de “carogo”
é constituido de uma massa de células dura e lignificada, no interior do qual se
encontram os l6culos que podem conter uma ou mais sementes ou nenhuma (Souza,
1998; Azevedo et al., 2004).

‘ » D s
W % ’,y, \ 4

Figura 2. Caracteristicas morfolégicas gerais de S. mombin. A) porte arboreo. B)
detalhe do tronco e da casca. C) inflorescéncia. D) flores. E) frutos. Fonte: a autora.

A fenologia de S. mombin é conhecida e descrita por regido, devido sua ampla
distribuicdo (Mitchell e Daly, 2015). No Brasil, estudos fenologicos verificaram que a
cajazeira apresenta padréo anual de floracéo e frutificagdo, com producéo de flores
na estacao seca e de frutos maduros na estacao chuvosa (Freitas et al., 2003; Ramos,
2009; Freitas et al., 2010). A espécie apresenta padrdo deciduo de mudanca foliar,
ocorrendo no periodo seco e antes da floracdo (Freitas et al., 2003).

Experimentos de polinizacdo controlados realizados em clones por Carneiro
e Martins (2012) indicaram que a espécie é aldbgama e auto-incompativel, mas Oliveira

et al., (2012) verificaram que a espécie é preferencialmente aldbgama e apresenta uma
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baixa taxa de autofecundacdo. A polinizacdo da espécie ocorre por anemofilia e
metiofilia (Stacy et al., 1996; Oliveira, 2010). As abelhas s&o consideradas
polinizadores efetivos pela frequéncia de visitas e por entrarem em contato com 0s
orgaos reprodutivos da planta durante as visitas (Freitas et al., 2003; Ramos, 2009;
Oliveira, 2010).

Os possiveis dispersores das sementes de S. mombin s&o: cutias, antas,
morcegos e macacos. De acordo com Smythe (1970), as cutias (Dasyprocta sp.)
consomem a polpa do fruto e depois carregam e enterram o endocarpo. Heithaus et
al. (1975) verificaram morcegos carregando sementes de S. mombin e Henry et al.
(2000) constataram a presenca de endocarpos de S. mombin intactos no estomago

de antas, e as indicou como possiveis dispersores da espécie.

2.3 Utilizac&o e importancia econémica de S. mombin

O fruto de S. mombin vem apresentado crescente valor de mercado,
principalmente no norte e nordeste brasileiro, sendo que no Nordeste apresenta lugar
de destaque na producdo e comercializacdo da polpa pela excelente qualidade
sensorial que apresenta (Pinto et al., 2003). Os frutos podem ser consumidos in
natura, entretanto, sdo muito procurados para o processamento de polpas, sucos,
geleias, néctares e sorvetes que apresentam excelente qualidade nutricional (Queiroz,
2000; Souza et al., 2006). O tipo de exploracao, a falta de cultivos comerciais e a
perda elevada de frutos na colheita e transporte causam variacées anuais nas safras,
que influenciam diretamente na industrializacéo e o funcionamento das industrias de
processamento do fruto (Santana, 2010). Atualmente, ndo existem dados confiaveis
sobre producao e produtividade de caja e faltam informacdes acerca da implantacao
de pomares comerciais.

Estudo sobre as propriedades nutricionais do fruto de S. mombin tem
demonstrado que sua polpa tem elevados niveis de potassio, magnésio, fosforo e
cobre quando comparado com outros frutos, bem como niveis mais elevados de
compostos fendlicos e compostos antioxidantes e carotenoides do que a maioria dos
frutos consumidos no Brasil (Mattietto, et al., 2010; Tiburski et al., 2011). Dessa forma,
sua composicao lhe confere elevado valor nutricional e funcional, que pode ser

associado com a prevencéao de varias doencas (Tiburski et al., 2011).



Nesse sentido, S. mombin tem despertado interesse para a medicina popular
e industria farmacéutica. Alguns estudos indicaram o potencial uso de suas cascas e
folhas em casos de: febre, diarreia, disenteria, hemorroida, como antimicrobiano, anti-
bacteriano, anti-helmintico, promotor de restauracdes histopatolégicas do estbmago e
do figado e no tratamento contra a malaria (Corthout et al., 1991; Corthout et al., 1994;
Abo et al., 1999; Ademola, et al., 2005; Janick e Paul, 2008; Akinlolu, et al., 2014). Na
Nigéria, S. mombin é amplamente utilizada na medicina tradicional para o tratamento
de cancer com alegacdes de eficacia (Oyeyemi e Bakare, 2013). Também estdo
disponiveis, produtos usados no combate a herpes simples tipo 1, baseados na
atividade antiviral de taninos, extraidos das folhas e ramos de S. mombin (Janick e
Paul, 2008).

A madeira de S. mombin é classificada como de qualidade inferior e propensa
a ataque de pragas, tem cor amarelada com manchas marrom e flexibilidade elevada
(Ayoka et al., 2008). E utilizada em pequenas atividades de marcenaria para interior
de casas, na construcdo de pequenas embarcacdes, objetos de decoracdo e a casca

é utilizada para tingimentos diversos (Ayoka et al., 2008; Janick e Paul, 2008).

2.4 Estudos Palinoldgicos

O gréo de pélen é um corpusculo onde esta contido o gametofito masculino
das angiospermas e gimnospermas, ele é formado nas anteras, apresenta parede
externa quimicamente estavel e morfologia variada (Salgado-Labouriau, 1973;
Mascarenhas, 1990). Em virtude de suas caracteristicas especiais, 0 pélen se torna
adequado para varias pesquisas, como estudos taxonémicos, morfolégicos e
paleobotanicos (Salgado-Labouriau, 1973).

O estudo da morfologia do poélen faz parte da Palinologia, este termo foi
introduzido para designar os estudos morfolégicos do pdlen e de esporos, sua
disperséo e aplicacao (Hyde e Williams, 1945). Erdtman refor¢ou este termo em 1952
e 0 designou como a ciéncia do pdélen e do esporo e que trata das paredes do grao de
polen e esporos e ndo do seu interior vivo (Erdtman, 1986).

Os estudos do gréo de poélen tém o foco principal voltado para a comparacéo
das diferentes morfologias polinicas encontradas nas espécies (Martins et al., 2010).

Dessa forma, as andalises morfoldgicas auxiliam a sistematica, pois pela diferenciagéo



das caracteristicas da estrutura dos graos de polen é possivel a determinacdo da
planta em niveis taxondmicos, como familia e género (Takeda et al., 2001).

A estrutura da parede do grao de pélen, ou esporoderma, pode ser descrita
de formas diferentes dependendo da literatura e metodologia utilizada, pois ndo ha
unanimidade entre os pesquisadores em relacdo as subdivisbes da exina e da intina
(Martins et al., 2010). De acordo com Barth (1964) existem duas nomenclaturas
principais, a nomenclatura de Feagri que se baseia na afinidade pelos corantes, onde
as camadas coradas pela fucsina basica constituem a ectexina (mais externa) e as
que sao pouco coradas ou ndo se coram pela fucsina béasica, constituem a camada
mais interna ou endexina. E a nomenclatura de Erdtman (1952) a morfologia da exina
é dividida em uma parte esculturada e mais externa chamada sexina, e em outra, hao
esculturada, a nexina, ambas subdivididas (Barth, 1964).

Essa diferenca na nomenclatura existe por causa dos tipos de microscépios,
sendo que na Optica comum, com resolucéo de até 1000x, ndo é possivel distinguir
as estruturas propostas por Faegri, sendo mais adequada a nomenclatura proposta
por Erdtman. J& na microscopia eletrnica, distingue-se a ectexina da endexina (Barth,
1964; Martins et al., 2010). Dessa forma, neste estudo sera utilizada a nomenclatura
proposta por Erdtman (1952).

Além da morfologia da exina, os polens podem ser classificados em relacéo a
ornamentacao da sexina, forma e tamanho do gréo de pdélen, tipo e localizacdo das
aberturas e indice de area polar (Martins et al., 2010). Para analise da morfologia
polinica é necesséaria a extracdo do conteudo celular para melhor visualizacdo da
sexina e aberturas do pélen, por esse motivo os graos de pélen acetolizados
apresentam 6tima condicdo para visualizacdo da morfologia (Salgado-Labouriau,
1973). A maioria das investigacbes morfolégicas em Palinologia, utilizam pélen
acetolizado (Hesse e Waha, 1989). O método de acetdlise foi descrito por Erdtman
(1943) e envolve a ebulicdo do grao de pbélen em uma mistura de anidrido acético e
acido sulfarico, que destroi e elimina todas as substancias com excecdo da

esporopolenina (Hesse e Waha, 1989).

2.5 Comportamento meiotico
A fertilidade das plantas depende da regularidade meibtica durante a

formacao de graos de poélen e a identificacdo das diferentes fases da meiose facilita o
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entendimento do processo. Através da meiose, uma célula 2n, origina quatro células
n. Esse processo inicia-se com a duplicacdo do DNA antes que a célula 2n entre em
divisdo, dessa forma, cada cromossomo passa a apresentar duas cromatides,
denominadas cromatides irmas (Pagliarini e Pozzobon, 2005). A meiose compreende
dois ciclos sucessivos de divisdo. A meiose | (primeira divisdo), apresenta proéfase,
subdividida em leptéteno, zigéteno, paquiteno, dipléteno e diacinese, seguida de
metafase |, anafase | e telofase I. A meiose Il (segunda divisdo), ndo apresenta sintese
de DNA e é dividida em profase I, metafase Il, anafase Il e teléfase Il (Snustad e
Simmons, 2013). Na meiose | ocorre a segregacdo dos cromossomos homélogos,
formando duas células n contendo 2C de DNA cada, enquanto na meiose Il, ocorre a
segregacao de cromatides irmas, originando quatro células filhas n contendo 1C de
DNA (Pagliarini e Pozzobon, 2005).

A meiose é um evento extremamente organizado, caracterizado por uma
sequéncia de eventos de elevada complexidade mecanica e bioquimica controlado
por varios genes e, portanto, pode sofrer com episodios mutacionais, que levam a
formacdo inadequada dos produtos pds meidticos e consequente inviabilidade dos
gametas (Pagliarini, 2000; Pagliarini e Pozzobon, 2005).

Dentre as anormalidades mais comuns durante a meiose de plantas estéo as
pontes cromossOmicas, 0S cromossomos retardatarios, cromossomos pegajosos,
micronucleos e as anormalidades nas fibras do fuso, que foram encontradas em
diferentes espécies (Kumar et al., 2002; Guerra et al., 2012; Nascimento et al., 2014;
Diegues et al., 2015; Pozzobon et al., 2015; Kumari e Saggoo, 2016; Pereira et al.,
2017)

A avaliacdo dos produtos pés meidticos indica a regularidade meidtica da
espécie, sendo que quanto maior o indice meiético, mais regular € o comportamento
meiotico da espécie. Nesse sentido, Love (1951) estabeleceu que plantas com indices
meidticos abaixo de 90% apresentam instabilidade meiotica. O indice meidtico é
obtido através da contagem dos produtos pdés meibticos e sua classificagcdo em
normais (tétrades) e anormais (triades, diades, monades e poliades).

A meiose € considerada um mecanismo de producdo de variabilidade
genética importante para 0s organismos se adaptarem ao meio ambiente em que
vivem e, dessa forma, garantir sua perpetuacdo através da descendéncia, pois &

durante a meiose que ocorre a recombinacao génica (Auler et al., 2006). Sendo assim,
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0 conhecimento do comportamento meiotico de uma espécie, gera informacgfes
importantes para compreender oS mecanismos reprodutivos e definir programas de

manejo e melhoramento.

2.6 Viabilidade Polinica

A polinizagdo inicia com a liberacdo dos graos de poélen maduros que séo
expostos ao meio ambiente e que devem alcancar o estigma receptivo da planta
correta em tempo habil. Qualquer falha para o grédo de polen germinar e fertilizar o
ovulo, acarreta na falta de fecundacdo. Independentemente do tamanho, forma e
modo de dispersao, o mais importante neste momento € a viabilidade do p6len (Dafni,
1992).

Estudos sobre a viabilidade polinica sdo importantes para o entendimento da
biologia reprodutiva das espécies e para auxiliar em programas de conservacao e
melhoramento. A viabilidade é o fator primario para oportunizar a germinagdo no
estigma, sendo que, em um programa de melhoramento baseado na hibridacdo o
sucesso dos cruzamentos é essencial (Techio et a., 2006; Cabral et al., 2013). A
viabilidade do pdélen também é fator determinante para garantir a perpetuacdo da
espécie na natureza.

A viabilidade polinica € uma medida da fertilidade masculina, podendo ser
determinada por meio de inumeras técnicas (Dafni, 1992) como aplicacdes de
meétodos colorimétricos, utilizando corantes quimicos especificos que reagem com
componentes celulares presentes no grdo de pdlen maduro ou por meio da
germinacao do pdlen in vivo e in vitro.

Os corantes mais utilizados para as avaliacées colorimétricas sédo: o lugol,
Sudan 1V, carmin acético, carmim propiénico, orceina acética e a solucéo tripla de
Alexander, sendo este ultimo o que fornece dados mais acurados sobre a viabilidade
do polen, pois os pdlens viaveis e inviaveis apresentam coloragao diferente (Pagliarini
e Pozzobon, 2005; Hister e Tedesco, 2016). A solucdo tripla de Alexander é
constituida por trés corantes: o verde malaquita, a fucsina acida e o laranja G. Por ter
afinidade com a celulose presente na parede celular, o verde malaquita a cora de
verde, enquanto a fucsina acida cora o protoplasma de vermelho/parpura, dessa
forma, o gréo de pdlen inviavel cora-se todo de verde, pois ndo possui protoplasma
(Alexander, 1980).
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A andlise colorimétrica somente estima da viabilidade do pélen, com base na
coloragéo, mas a fertilidade do pélen deve ser determinada por testes de germinacao
e crescimento do tubo polinico, uma vez que a presenca de conteudo celular,
constatado pela coloracdo, ndo garante que o pdolen seja metabolicamente ativo e
capaz de formar o tubo polinico (Hister e Tedesco, 2016).

A germinacéo do pdlen in vitro € um método muito utilizado para determinar a
fertilidade do pdlen (Souza et al., 2013). Esse método, tenta, através do meio de
cultura, simular as condi¢des naturais das plantas, proporcionando um ambiente
adequado para o desenvolvimento do tubo polinico (Franca et al., 2009). Entretanto o
desenvolvimento deste método sofre a influéncia de alguns fatores como: os
constituintes do meio de cultura, a temperatura e o tempo de incubacao (Reis et al.,
2011). Os meios de cultura geralmente contém aclUcar e acido borico, mas
dependendo da espécie, podem ser alteradas as concentracdes destes componentes
e serem adicionados outros nutrientes (Galleta, 1983; Reis et al., 2011), sendo
necessarios estudos que estabelecam o meio adequado para a germinacao do pélen

da espécie de interesse.

2.7 Diversidade e estrutura genética de populacdes

O delineamento de estratégias para a conservacao, manejo sustentavel e
melhoramento genético de uma espécie inclui o entendimento de sua forma de
reproducdo, distribuicdo da diversidade genética dentro e entre populacdes, niveis de
diversidade intrapopulacional, tamanho efetivo e distribuicdo espacial de genoétipos
(Kageyama et al., 2003).

O estudo da variagcdo genética em populacbes naturais envolve a
guantificacdo dos niveis de variabilidade dentro das populagdes e a caracterizacao do
nivel de estruturacdo genética entre populacbes (Hamrick, 1983). A variabilidade
genética dentro das populacbes pode ser quantificada de varias maneiras e 0s
principais parametros sdo: numero de alelos por loco, proporgéo de locos polimorficos,
heterozigosidade esperada (He) e heterozigosidade observada (Ho) sob o equilibrio
de Hardy-Weinberg e o indice de fixagdo ou coeficiente de endogamia (f) (Hamrick,
1983; Petit et al., 1998; Azevedo, 2007).

O numero de alelos encontrados por loco € uma informacdo de grande

relevancia, visto que quanto maior o numero de alelos presentes em uma populacgéo,
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maior € a sua diversidade (Petit et al., 1998). O numero de alelos por locos € maior
em funcdo do tamanho da amostra analisada e por consequéncia, em amostras
maiores havera mais chances de encontrar alelos raros (Azevedo, 2007). A estimativa
da frequéncia alélica é fundamental nos estudos evolutivos, uma vez que as
mudancas na frequéncia alélica indicam mudanca genética na populacao (Nei, 1978).

A frequéncia de heterozigotos na populacdo também é uma medida de
diversidade, uma vez que um heterozigoto carrega dois alelos diferentes que
demonstram a existéncia de variabilidade. Sendo assim, pode-se verificar a
heterozigosidade esperada, que é a probabilidade de dois gametas, tomados ao
acaso de uma populagéo terem alelos diferentes em um determinado loco, sendo
definida como a diversidade genética de Nei (1973) esperada segundo o principio de
Hardy-Weinberg. E a heterozigosidade observada, que representa a real taxa de
individuos heterozigotos na populagéo (Azevedo, 2007).

A estrutura genética de uma populacdo é definida como sendo a forma pela
qual a variabilidade genética é distribuida entre e dentro dos niveis hierarquicos de
subdivisdo de uma espécie (Hamrick, 1982). Diversos fatores podem promover a
diferenciacdo ou a homogeneizacgao genética das populacdes naturais de plantas, tais
como: selecdo natural, deriva genética e mutacdo, que podem influenciar a
distribuicdo da variabilidade genética dentro e entre as populacdes, trazendo
alteracdes significativas na estrutura genética (Hamrick, 1989). Existem diferentes
meétodos estatisticos, para caracterizar a estrutura genética populacional, dos quais
citam-se: a estatistica F pela qual se obtém o Fst, a AMOVA (Andlise de Variancia
Molecular), as medidas de distancia expressas em matrizes e a estatistica bayesiana.

Através da estatistica F originalmente desenvolvida por Wrigth (1951) é
possivel obter o Fst, que corresponde a correlagdo entre gametas tomados ao acaso
nas subpopulacfes e mede o nivel de diferenciacéo genética entre as subpopulacdes.
O valor de Fst variade 0 (zero) a 1 (um), onde 1 indica subpopula¢gdes completamente
homozigotas com a fixacdo de alelos distintos entre elas e 0 (zero) indica
subpopulacdes com frequéncias alélicas idénticas, ou seja, auséncia de diferenca
genética entre as subpopulagdes (Wright, 1965). Wright (1978) sugeriu que valores de
Fst entre 0 (zero) e 0,05 indicam pequena diferenciacdo genética, entre 0,05 e 0,15
diferenciacdo genética moderada, de 0,15 a 0,25 grande diferenciacdo genética e

valores superiores a 0,25 diferenciagdo genética muito grande.
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A AMOVA estima os componentes de varidncia analogos as estatisticas F,
denominada estatistica ¢ (fi), refletindo a correlacéo da diversidade dos hapl6tipos em
diferentes niveis de subdivisdo hierarquica. Esta analise trata as distancias genéticas
como desvios da média de um grupo e usa 0s quadrados dos desvios como
variancias, permitindo a particdo da variagdo genética entre e dentro das populacdes
analisadas (Excoffier et al., 1992). A significancia dos componentes de variancia e das
estatisticas ¢ é testada por meio de permutacdes. Esta metodologia adapta-se a
diferentes tipos de matrizes de entrada, obtidas por diversos tipos de marcadores
moleculares, e diferentes tipos de pressuposicdes evolutivas sem modificar a estrutura
bésica da andlise, sendo facilmente aplicavel a diferentes situa¢des, constituindo uma
estrutura coerente e flexivel para a analise de dados moleculares (Excoffier et al.,
1992).

A andlise bayesiana tem grande potencial para aplicacdo em estudos
genéticos (Assis, 2015). De acordo com Pritchard et al., (2000), a abordagem
bayesiana assume um modelo em que existem populacbes K (onde K pode ser
desconhecido), cada uma das quais € caracterizada por um conjunto de frequéncias
de alelos em cada locus. Esse método tenta atribuir individuos as populagdes com
base em seus gendétipos, ao mesmo tempo em que estimam as frequéncias de alelos
populacionais. Dessa forma, agrupa os individuos geneticamente similares e identifica
grupos formados a partir de dados genéticos de uma amostra de individuos,

assumindo que estes séo originados de populacdes desconhecidas.

2.8 Marcadores SSR

Os microssatélites sdo sequéncias simples repetidas em tandem, com um a
seis nucleotideos que estdo presentes no genoma de eucariotos e procariotos (Li et
al., 2002) e sdo amplamente distribuidos no genoma das plantas superiores (Caixeta
et al., 2016).

Os marcadores moleculares microssatélites (SSR - Simple Sequence Repeat)
constituem em um par de primers complementares as sequencias que flanqueiam os
microssateélites, e, portanto, amplificam o microssatélite. Neste método, a variagcao nos
produtos de PCR esta relacionada com a ocorréncia de diferentes niumeros de

unidades repetitivas dentro da estrutura do microssatélite, que pode ser consequéncia
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de crossing-over desigual e erro da DNA polimerase durante a replicacdo (Kalia, et
al., 2011; Caixeta et al., 2016).

Esses marcadores sdo especificos para cada espécie, porém, as regides que
flanqueiam os microssatélites sdo geralmente conservadas entre os individuos de
uma mesma espécie ou géneros proximos, sendo possivel utilizar iniciadores
desenvolvidos para espécies correlacionadas. Essa caracteristica € denominada
transferibilidade (Varshney, 2005; Bravo, 2006) e j& foi aplicada a S. mombin por
Aguilar-Barajas et al. (2014), a partir de 14 marcadores SSR desenvolvidos para
Spondias radlkoferi Donn. Sm. Essa caracteristica aparece como uma alternativa para
minimizar os custos de implementacao destes marcadores em espécies para as quais
ainda néo ha iniciadores desenvolvidos.

Independentemente da origem da variacdo e do elemento repetitivo, cada
microssatélite constitui um loco genético altamente variavel, multialélico e de grande
conteddo informativo (Caixeta et al., 2016). Aliado a esta caracteristica esta a alta
especificidade e rapidez do método de PCR, que tornam esses marcadores uma
ferramenta eficiente para estudos de genética de populacéo de plantas (Caixeta et al.,
2016).
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4. CAPITULOS
4.1CAPITULO 1

COMPORTAMENTO MEIOTICO, CARACTERIZACAO E VIABILIDADE POLINICA
DE Spondias mombin L.

RESUMO

A cajazeira (Spondias mombin L.) € uma espécie arbdrea frutifera com grande
potencial de mercado devido a qualidade sensorial de seus frutos, crescendo assim o
interesse pelo seu cultivo comercial. Este estudo objetivou verificar o comportamento
meidtico, a viabilidade polinica e caracterizar o polen de S. mombin. O estudo foi
realizado no municipio de Alta Floresta, Mato Grosso, Brasil. A diagnose morfologica
foi realizada a partir de excicatas de cinco individuos. BotBes florais em diversos
estagios de desenvolvimento foram coletados de 16 individuos para realizar a andlise
meidtica, a viabilidade polinica e a caracterizacdo do pélen. Para caracterizacao dos
pélens utilizou-se o método de acetblise com acido sulfarico, sendo realizadas as
avaliacdes em 25 polens. Estimou-se a viabilidade polinica com reativo de Alexander
em flores masculinas e bissexuais de oito individuos, contabilizando-se 2.000 gréos
de pdlens por tipo floral em cada individuo. A germinacao in vitro foi testada em oito
meios de culturas sendo contabilizado o numero de pdlens germinados em 12, 24 e
36 horas, mensurando o tamanho dos tubos polinicos apds 36 horas de germinacao.
O comportamento meidtico foi verificado pela contagem das células em divisao celular
normal e anormal. O indice meidtico foi obtido avaliando-se 2.000 produtos pos-
meiodticos em oito individuos. A razédo pélen/évulo foi estimada por meio da divisdo do
namero de pélens pela quantidade de évulos presente na mesma flor, em 8 individuos.
S. mombin é uma planta andromondica, seus polens sdo do tipo prolato, tricolpados,
muito grandes, possuem area polar pequena e sexina com ornamentacao reticulada
a estriada. A viabilidade polinica ndo diferiu entre as flores masculinas (96,26%) e
bissexuais (96,69%) e a média geral de pélens viaveis foi considerada alta (96,47%).
A germinacdo do polen ocorreu em todos os meios testados, sendo o tratamento que
continha 20% de sacarose e 50 mg ml de acido bérico o mais adequado. As melhores
médias de germinagdo ocorreram ap0s 36h. A meiose de S. mombin mostrou-se
regular, sendo encontrado apenas 13,26% de células com divisdo anormal. O IM foi
alto, com 96,53%. A razao polen:6vulo indicou que a espécie possui xenogamia
obrigatoéria. As informacdes obtidas sobre S. mombin auxiliam no entendimento de
seus processos reprodutivos e podem ser utilizados no planejamento e implantacao
de cultivos comerciais e de programas de melhoramento e conservagao da espécie.

PALAVRAS-CHAVE: Cajazeira, Germinacdo polinica, indice meiético, Recurso

geneético.

23



MEIOTIC BEHAVIOUR, POLLEN CHARACTERIZATION AND VIABILITY OF
Spondias mombin L.

ABSTRACT

The caja tree (Spondias mombin L.) is a fruit tree species with great market potential
due to the sensorial quality of its fruits, thus increasing the interest for its commercial
cultivation. This study aimed to verify meiotic behavior, pollen viability and to
characterize S. mombin pollen. The study was carried out in the city of Alta Floresta,
Mato Grosso, Brazil. The morphological diagnosis was made from the excicatas of five
individuals. Flower buds at various stages of development were collected from 16
individuals to perform meiotic analysis, pollen viability and pollen characterization. For
the characterization of the pollens the method of acetolysis with sulfuric acid was used,
and the evaluations were carried out in 25 pollen. The pollen viability with Alexander's
reactive in male and bisexual flowers of eight individuals was estimated, accounting
2,000 pollen grains per floral type in each individual. The in vitro germination was
tested in eight cultures medium, counting the number of pollen germinated in 12, 24
and 36 hours, measuring the size of the pollen tubes after 36 hours of germination.
The meiotic behavior was verified by counting the cells in normal and abnormal cell
division. The meiotic index was obtained by evaluating 2,000 post-meiotic products in
eight individuals. The pollen/ovule ratio was estimated by dividing the number of
pollens by the number of eggs present in the same flower in 8 individuals. S. mombin
is an andromanoic plant, with very large pollen grains which are prolate, tricolpate, with
small polar area and sexine with reticulated to striated ornamentation. Pollen viability
did not differ significantly between male (96.26%) and bisexual flowers (96.69%) and
average of viable pollen was considered high (96.47%). Pollen germination occurred
in all tested culture mediums, with the treatment consisting of 20% sucrose and 50 mg
ml* boric acid best suited for germination. The best germination averages occurred
after 36 hours. Meiosis of S. mombin was regular, with abnormal division in just 13.6%
of cells. The MI was high (96.53%). The pollen/ovule ratio indicated that the species
presents obligatory xenogamy. The information obtained in this study on S. mombin
assists in the understanding of its reproductive processes and may be used in planning
and implanting commercial cultivation and breeding programs, and for the species
conservation.

KEY WORDS: Yellow mombin, Pollen germination, Meiotic index, Genetic resource.
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INTRODUCAO

O género Spondias pertence a familia Anacardiaceae e destaca-se por
agrupar espécies frutiferas importantes que sdo exploradas economicamente em
areas tropicais e subtropicas do mundo (Souza, 2005). Dentro deste género encontra-
se Spondias mombin L., conhecida popularmente no Brasil como cajazeira ou
tapereba (Pinto et al., 2003; Mitchell e Daly, 2015), uma espécie arbérea e frutifera de
grande porte (Lorenzi, 1992).

Os frutos de S. mombin sdo perfumados, carnosos e de sabor agridoce, ricos
em carotenoides e vitaminas A, B e C (Barroso et al., 1999; Sacramento e Souza,
2000; Ramos, 2009). O fruto tem grande valor de mercado, principalmente no norte e
nordeste e ocupa lugar de destaque na producdo de polpas, devido sua excelente
qualidade nutricional e sensorial (Cassimiro et al., 2009).

O aumento da demanda por frutos de S. mombin vem despertando o interesse
para o cultivo da espécie, que ainda € considerada em fase de domesticacéo
(Cassimiro et al., 2009). A producao de fruto é proveniente de exploracdo extrativista
e de pomares domésticos, resultando em varia¢des anuais nas safras que influenciam
a industria de processamento de polpa e suas demandas de mercado (Souza, 1998;
Santana, 2010). O pouco conhecimento e informacgdes inexistentes sobre S. mombin
e toda a sua cadeia produtiva dificultam a elaboracdo de um sistema de producao
(Souza et al., 2006). Neste sentido, sdo necessarios conhecimentos que auxiliem no
estabelecimento de pomares comerciais que mantenham a producgdo e atendam as
demandas de mercado, incluindo caracterizacdo morfoldgica, reproducéo e técnicas
de manejo.

Descricbes morfolégicas para S. mombin foram realizadas por Lozano
(1986a), Lozano (1986b), Janick e Paull (2008), Ramos (2009) e Mitchel e Daly (2015),
sendo verificadas algumas variagdes. A variacdo mais encontrada relaciona-se com a
morfologia das flores, e, por estar relacionada a reproducéo é de extrema importancia
para o cultivo e conservagdo da espécie. Lozano (1986a) informou a existéncia de
quatro tipos florais (flores bissexuais, masculinas e dois tipos de flores femininas),
onde as flores consideradas femininas possuiam estaminédios ou estames com
polens inviaveis, caracterizando uma flor funcionalmente feminina. Justiniano et al.
(2001), Janick e Paull (2008) e Mitchell e Daly (2015), informaram a existéncia de trés
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tipos de flores: bissexuais, masculinas e femininas. Ramos (2009) e Carneiro e Martins
(2012) encontraram flores bissexuais e masculinas, caracterizando um sistema
andromonodico. A descricdo adequada dos tipos florais € imprescindivel no
entendimento da reproducdo da espécie, e podem ajudar a elucidar davidas em
relacdo ao sistema reprodutivo de S. mombin.

A reproducédo é um dos principais pilares para a manutengcdo de uma cultura
economicamente viavel, seja ela por meio de propagacdo vegetativa ou sexuada
(Silva e Pinheiro, 2007). Além disso, € responsavel pela perpetuacédo das espécies,
para a manutencao da variabilidade e consequentemente pela sua conservacao. O
conhecimento dos aspectos reprodutivos da planta, auxilia na implantacdo de
sistemas de producéo, programas de melhoramento e nas praticas de conservacao
(Souza et al., 2003; Zen e Acra, 2005; Souza et al., 2006).

Em espécies com reproducao sexuada, o grdo de pdlen é responsavel por
transportar o gameta masculino para o estigma na flor feminina, desempenhando um
papel vital no programa de reproducado e na produtividade da planta. Sendo assim, o
rendimento das culturas geralmente depende de grdos de pdlen viaveis (Patel e
Mankad, 2014). Quando objetiva-se iniciar um programa de melhoramento em
fruteiras, um dos pontos importantes a ser estudado, refere-se ao pdlen e sua
viabilidade, além das condi¢c6es adequadas para testes de viabilidade (Frazon et al.,
2006). Para obter sucesso nos cruzamentos em espécies frutiferas € importante
detectar a viabilidade do pdlen antes de ir a campo (Chagas et al., 2009), garantindo
assim, mais sucesso nos cruzamentos.

A viabilidade polinica pode ser estimada por técnicas de germinacéo in vitro
ou in vivo e por testes colorimétricos (Dafni, 1992; Nogueira et al., 2015). A
germinacao in vitro consiste em depositar o pélen em um meio de cultura composto
por elementos organicos e inorganicos, que reproduza, de forma mais similar possivel,
as condicOes oferecidas pelo estigma ao receber o grao de podlen (Silva et al., 2017).
Os meios de cultura variam de uma espécie para outra, mas a grande maioria possui
sacarose e acido bdérico em sua constituicdo béasica (Reis et al.,, 2011), sendo
necessario o teste da concentracdo adequada. Dentre os corantes utilizados nos
testes colorimétricos, destaca-se a solucao tripla de Alexander (Alexander, 1980), que
reage com o protoplasma e com a parede celular, corando os poélens viaveis de

vermelho/purpura e os inviaveis de verde. Estas metodologias ainda ndo foram
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testadas para S. mombin, sendo necessario o estabelecimento das condi¢cdes
adequadas para verificagdo da viabilidade da espécie.

O grao de podlen origina-se a partir da meiose (microsporogénese), uma
divisdo celular caracterizada por apenas uma duplicacdo cromossémica para cada
duas divisGes nucleares, gerando quatro células haploides (n) a partir de uma célula-
mae diploide (2n) (Martins et al., 2010). A meiose € um processo integrado e altamente
coerente, controlado por um grande numero de genes, mas gque pode ser afetado pela
presenca de genes mutantes, que levam a formacao de produtos anormais (Pagliarini,
2000). As anormalidades na meiose podem levar a forma¢édo de gametas com nimero
cromossémico desbalanceado, e geralmente inviaveis, e a baixa produtividade da
planta (Nascimento et. al., 2014).

Além de ser imprescindivel para a reproducdo, o grao de polen pode ser
utilizado para distincao das espécies, devido sua variacdo morfolégica (Karsburg e
Battistin, 2005). Mitchel e Daly (2015) informaram a existéncia de trabalhos que
caracterizaram o polen de S. mombin, porém descreve a necessidade de estudos
mais aprofundados. Os estudos sobre a morfologia do polen necessitam de técnicas
para extrair o conteudo celular e facilitar a visualizagcdo das estruturas. O método de
acetOlise, descrito por Erdtman (1943), possibilita as condicGes ideais para estes
estudos.

Dados sobre a viabilidade polinica de S. mombin via teste colorimétrico sao
escassos e informagfes acerca da germinacao in vitro do pélen e comportamento
meiodtico sdo inexistentes. Diante da importancia da espécie para o incremento do
mercado de frutas brasileiras, do pouco conhecimento acerca dos aspectos
reprodutivos e das incoeréncias encontradas nas descricdes morfologicas de S.
mombin, este trabalho objetivou verificar o comportamento meiotico, a viabilidade
polinica e caracterizar o pdlen de S. mombin, a fim de gerar conhecimentos para
serem incorporados na implantacdo de cultivos, planejamento de programas de

melhoramento genético e na conservacao da espécie.
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MATERIAL E METODOS

Area de estudo
O estudo foi realizado no municipio de Alta Floresta, localizado no extremo

norte do Estado de Mato Grosso, a 830 km da capital Cuiaba (Figura 1).
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Figura 1. Locallzac;ao da area de estudo. A) Estado de Mato Grosso no centro-oeste
do Brasil. B) Municipio de Alta Floresta no extremo norte do estado de Mato Grosso.
C) Limite do municipio de Alta Floresta e limite urbano, onde foram realizadas as
coletas.

O municipio apresenta clima do tipo Am de acordo com a classificacdo de
Alvares et al. (2013), com estacdo seca e chuvosa definidas. A temperatura anual
varia de 19,6°C a 32,4°C, a precipitacdo pluviométrica anual esta entre 2.800 a 3.100
mm e umidade relativa média anual & de 70% (Tarifa, 2011; Alvares et al., 2013). A
vegetacdao é classificada como floresta ombrofila aberta e densa, floresta semidecidual
e decidual (Lira, 2011; Zappi et al., 2011).

Diagnose morfolégica de S. mombin

Para diagnose morfoldgica foram selecionados cinco individuos de S. mombin
localizados no municipio de Alta Floresta, MT. Em cada individuo selecionado, foram
coletados cinco ramos com folhas e inflorescéncia, durante o periodo de floracao

(agosto de 2016) e cinco ramos com folhas e frutos, durante o periodo de frutificacao
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(janeiro de 2017) sendo o material levado ao HERBAM (Herbario da Amazbnia
Meridional) da Universidade do Estado de Mato Grosso, para montagem das exsicatas
e posterior descricdo. A coleta, preservacao e herborizacdo do material foi realizada
conforme metodologia proposta por Fidalgo e Bonomi (1989). O material foi
depositado sob 0os numeros de tombo: 15289, 15290, 15291, 15292 e 15293.

A diagnose foi realizada no Laboratorio de Morfologia Vegetal do HERBAM,
com auxilio de esteriomicroscopio, papel milimetrado e régua, utlizando as
nomenclaturas propostas por Radford et al. (1974) e Souza e Lorenzi (2008). A
ilustracdo botanica foi realizada no Herbario VIC, da Universidade Federal de Vigosa,
Vigosa, Minas Gerais.

Coleta dos botdes florais

A coleta dos botbes florais foi realizada em 16 individuos localizados no
perimetro urbano do municipio de Alta Floresta, MT. Foram necessérias varias coletas
durante o periodo de floracédo, a fim de se obter os botdes com as caracteristicas
necessarias, sendo assim, coletou-se separadamente botdes florais masculinos e
bissexuais em diferentes estagios de desenvolvimento.

Os botbes foram fixados em solucdo de alcool etilico absoluto e acido acético
glacial (3:1 v/v) no momento da coleta e transferidos para alcool 70% apds 24 horas,
sendo mantidos sob refrigeracdo. Para a avaliacdo da germinacgdao in vitro utilizou-se

botdes florais em pré-antese coletados no mesmo dia da analise.

Caracterizacdo morfolégica do pélen

Para a analise da morfologia do pdlen, as anteras dos botdes florais foram
retiradas e submetidas ao método de acetdlise descrito por Erdtman (1943) com
modificacdes: diminuicdo da quantidade de acido acético de 1000uL para 500uL,
aumento da temperatura do banho-maria de 70 a 80 °C para 100 °C por dois minutos,
e aumento do tempo em contato com a mistura de glicerina e agua destilada de dez
minutos para 2 (duas) horas, sem retirada da solucdo antes do preparo das laminas.

As anteras foram cortadas e depositadas em microtubos de 1,5 mL, com
500uL de acido acético, por 20 minutos. Em seguida os microtubos foram
centrifugados a 3.000 rpm por 5 (cinco) minutos e o sobrenadante foi descartado.

Posteriormente adicionou-se no microtubo 1 (um) mL da solucdo acetolica na
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proporcdo 9:1 (anidrido acético: acido sulfurico). Esta solucdo tem a fungédo de
remover o contetdo celular do grdo de pdlen através da hidrélise acida, e assim
facilitar a visualizacao e reconhecimento de sua morfologia. Os graos de pélen ficaram
imersos na mistura acetolica durante 2 (dois) minutos em banho-maria a uma
temperatura de aproximadamente 100 °C. Os tubos passaram entdo por outra
centrifugacdo a 3.000 rpm por 5 (cinco) minutos e a mistura acetdlica foi
cuidadosamente descartada. Em seguida, acrescentou-se 1 (um) mL de agua
destilada com 100 pL (duas gotas) de alcool etilico absoluto e o material foi novamente
centrifugado. Procedeu-se o descarte do sobrenadante, ficando no microtubo apenas
o pélen. Depois, foi acrescentado 1 mL de solucdo de 4gua destilada e glicerina na
proporcao 3:1. Os polens foram mantidos nesta solu¢ao por 2 (duas) horas antes do
preparo das laminas.

As laminas foram preparadas e os polens fotografados no mesmo dia em que
se realizou a acetolise, com o intuito de evitar intumescimento e alteragfes no
tamanho dos polens. Essas alteracdes ocorrem devido a membrana externa do grao
de pdlen (exina) ser elastica e permitir que o pélen seja modificado de acordo com
seu grau de hidratacédo (Salgado-Labouriau, 1973). As laminas foram observadas em
microscopio Optico binocular Biocam com magnitude de 40X. As imagens foram
obtidas por camera CMOS 1.3 acoplada ao microscépio e com auxilio do sistema de
captura de imagens Tsview 1.0.0.1.

Foram mensurados o diametro polar e equatorial em vista equatorial (grao de
pélen perpendicular a vista polar), o didmetro equatorial em vista polar (grédo de pdélen
com a area polar voltada para o observador) dos grdos de poélen, da espessura das
camadas da exina (sexina e nexina) e do apocolpo. As mensuracdes foram realizadas
em 25 (vinte e cinco) graos de polen em vista equatorial e 25 (vinte e cinco) graos de
pblen em vista polar.

A classificagdo quanto a forma do grédo de pdlen foi realizada através da
relacéo entre o eixo polar e o eixo equatorial (P/E) em vista equatorial, proposta por
Erdtman (1943). Essa classificacdo apresenta 9 (nove) classes, que estdo descritas

na Tabela 1.
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Tabela 1. Classificacdo dos gréaos de pélen com base na razdo P/E (eixo polar / eixo
equatorial), descrita por Erdtman (1943)

P/E Denominacéao
0,50 Peroblato
0,50-0,74 Oblato
0,75-0,87 Suboblato
0,88-0,99 Oblato esferoidal
1,00 Esférico Subesferoidal
1,01-1,14 Prolato-esferoidal
1,15-1,33 Subprolato
1,34-2,00 Prolato
2,00 Perprolato

Em relacdo ao tamanho, o gréo de pdlen foi classificado de acordo com
Erdtman (1945), baseado no comprimento do eixo maior nas seguintes classes: muito
pequenos (< 10 ym), pequenos (10-25 pym), médios (25-50 um), grandes (50-100 um),
muito grandes (100-200 pm) e gigantes (> 200 ym).

Os polens também foram classificados em relacdo ao indice de Area Polar
(IAP) proposto por Barth e Melhem (1988 citado por Martins et al., 2010), que é dado
pela relacdo entre as extremidades de duas aberturas adjacentes (ou suas margens)
e a maior largura do gréo de pdolen em vista polar (Tabela 2). As descri¢cdes polinicas
e as terminologias adotadas foram baseadas no glossario de Barth (1964) e Punt et
al. (2007).

Tabela 2. Classificacio dos gréos de pélen em relacéo ao indice de Area Polar (IAP)

Denominacéao Intervalo do .LA.P.
Sem area polar 0
Area polar muito pequena <0,25 (abertura muito longa)
Area polar pequena 0,25 - 0,50 (abertura longa)
Area polar grande 0,50 — 0,75 (abertura curta)
Area polar muito grande >0,75 (abertura muito curta)

Viabilidade polinica via teste colorimétrico

A viabilidade polinica via teste colorimétrico foi estimada em botdes florais
masculinos e bissexuais em pré-antese de 8 (oito) individuos, separadamente, a fim
de verificar se havia diferenca estatistica significativa entre os tipos de flores e entre

os individuos. O resultado desta andlise norteou a metodologia das analises
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posteriores, uma vez que ndo havendo diferenca estatistica entre os tipos florais, os
demais aspectos reprodutivos ndo seriam avaliados por tipo floral.

Para visualizacdo dos polens viaveis e inviaveis utilizou-se o método de
Alexander (1980), que utiliza uma solucao tripla de corantes, com a qual os poélens
vidveis apresentam protoplasma corado de roxo e parede corada de verde e os
inviaveis apresentam coloragéo verde.

No preparo das laminas, as anteras foram separadas e levemente maceradas
junto a uma gota de solugao tripla de Alexander (aproximadamente 50uL). Para cada
lamina utilizou-se um botéo floral. Foram montadas 16 laminas por individuo, sendo 8
(oito) laminas com botdes florais masculinos e 8 (oito) laminas com botdes florais
bissexuais. As laminas foram observadas em microscopio binocular modelo
Photonics Bio 2 LED da marca BEL em objetiva de 10x. Foram contados 250
pélens em cada lamina, totalizando 4.000 pélens por individuo, sendo 2.000 para cada

tipo floral. Para o célculo da porcentagem de germinacdao utilizou-se a formula:

Viabilidade = N° de polens viaveis 100
abriidade = N° total de pdlens contados X

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias significativas
foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, com auxilio do

programa Genes (Cruz, 2013).

Germinacdo do polen in vitro

Para germinacao in vitro, utilizou-se o polen de botdes florais frescos em pré-
antese de 3 (trés) individuos diferentes de S. mombin coletados no periodo vespertino.
Por ndo haver na literatura informacgfes sobre a germinacao in vitro de pélen para S.
mombin ou espécies do mesmo género, a metodologia baseou-se em trabalhos
realizados com outras espécies, a fim de estabelecer uma metodologia para S.
mombin (Pio et al., 2004; Reis et a., 2011).

Foram testados 8 (oito) meios de cultura liquidos para germinacéo do poélen,
com varia¢cOes nas quantidades de sacarose e acido borico. Os tratamentos foram:
T1: sacarore 0% e &cido bérico 0 mg mL1; T2: sacarose 0% e acido bérico 50 mg mL-
1. T3: sacarose 5% e acido bérico 0 mg mL"; T4: sacarose 5% e acido bérico 50 mg

mL-1; T5: sacarose 10% e acido bérico 0 mg mL™; T6: sacarose 10% e acido borico
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50 mg mL1; T7: sacarose 20% e acido bdrico 0 mg mL%; T8: sacarose 20% e Acido
bérico 50 mg mLt. Também foram avaliados trés horarios de contagem, sendo 12, 24
e 36 horas apdés a montagem do experimento.

Os meios de cultura foram distribuidos em placas de acrilico de 6 (seis) cm de
diametro, cada placa recebeu 10 (dez) mL de meio. As anteras foram separadas dos
botdes e levemente maceradas para remoc¢éo dos grdos de pdlen, que em seguida
foram distribuidos nas placas. O experimento foi montado em delineamento
inteiramente casualizado com esquema fatorial 8x3 (8 = tratamentos; 3 = horarios de
contagem) e 4 (quatro) repeticdes. As placas foram mantidas em camara B.O.D.
(Demanda Bioquimica de Oxigénio) com temperatura de 25 °C (+ 2 °C) e no escuro.

Foram contabilizados 250 pélens (germinados e ndo germinados) por
repeticdo em cada tratamento e em cada horario de contagem (12, 24 e 36 horas) e
realizada a medicdo do comprimento do tubo polinico apés 36 horas de germinacéo.
Foram considerados germinados, os grdos de pdlen onde o comprimento do tubo
polinico atingisse ou ultrapassasse o seu diametro (Reis et al., 2011). Para medicao
do tubo polinico, foram selecionados aleatoriamente dez tubos polinicos em cada
tratamento, que foram fotografados por camera CMOS 1.3 acoplada ao microscopio
e com auxilio do sistema de captura de imagens Tsview 1.0.0.1. As mensuracdes
foram realizadas no programa ANATI QUANT verséo 2.0. A porcentagem de pdlens

germinados foi obtida pela formula:

G .. N°de polens germinados 100
erminagao = N° total de pdlens contados X

.- X
Os dados de porcentagem foram transformados utilizando o arco-sen /E eem

seguida foram submetidos a andlise de variancia. As médias significativas foram
comparadas entre si via teste de comparacao de meédias, com nivel de significancia a
5% de probabilidade utilizando o programa GENES (Cruz, 2013). Para montagem das

tabelas utilizou-se as médias originais sem transformacao.

Comportamento meiotico e indice meiotico
Os botdes florais utilizados para analise do comportamento meiético e para a
estimativa do indice mei6tico foram medidos, a fim de associar o tamanho do botédo
floral com as fases meidticas e de desenvolvimento do gréo de pélen.
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O comportamento meiético de S. mombin foi avaliado por meio da contagem
de células em meiose obtidas de botdes florais de 10 (dez) individuos coletados em
bulk. Para preparo das laminas as anteras foram separadas e levemente maceradas
sob uma gota de corante carmim acético 2% (Guerra e Souza, 2002). As observacdes
e contagens das laminas foram realizadas em microscopio binocular, modelo
Photonics Bio 2 LED da marca BEL em objetiva de 40x. Foram contabilizadas
todas as fases normais e anormalidades encontradas. As imagens foram obtidas
por camera CMOS 1.3 acoplada ao microscoépio Bioval e com auxilio do sistema de
captura de imagens Tsview 1.0.0.1.

Para estimativa do indice meidtico foram utilizados botdes jovens de 8 (0ito)
individuos de S. mombin. A montagem das laminas e sua observacao em microscopio,
seguiu a mesma metodologia descrita para o comportamento meiotico. Foram
montadas 8 (oito) laminas por individuo e contabilizados 250 produtos pds-meioticos
por lamina, totalizando 2.000 produtos pds-meidticos por individuo. Tétrades com
quatro células de mesmo tamanho foram consideradas normais e qualquer desvio
(mbénade, diade, triade e poliade) foram consideradas como anormais, sendo o IM
obtido através da férmula:

N° de tétrades normais

IM = —
N° total de produtos pds meidticos

Os dados do indice meiético foram submetidos a analise de variancia e as
médias significativas foram comparadas entre si, pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade, com auxilio do programa GENES (Cruz, 2013).

Razao pdélen/dvulo (P/O)

Para a estimativa da razéo poélen/évulo (P/O) foram utilizados bot6es florais
bissexuais em pré-antese de 8 (oito) individuos de S. mombin. Utilizou-se a
metodologia proposta por Cruden (1977), onde contabilizou-se o numero de polens
em uma antera e multiplicou-se pelo total de anteras da flor e em seguida dividiu-se
esse valor pelo nimero de évulos contados no mesmo botdo. Para contagem dos
polens, a antera foi separada, colocada sobre uma lamina e cortada, em seguida foi
macerada junto a uma gota de carmim acético 2%. Sobre o material foi colocada uma

laminula. A lamina foi visualizada em microscépio binocular modelo Photonics Bio 2
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LED da marca BEL em objetiva de 10x. Por meio da técnica de varredura, foram
contabilizados todos os pdlens presentes na lamina.

A partir da média da razado P/O foi realizada a inferéncia sobre o sistema
reprodutivo de S. mombin, com base na classificacdo proposta por Cruden (1977)
descrita na Tabela 3.

Tabela 3. Sistema reprodutivo com base na razédo pélen/6vulo conforme Cruden
(1977)

Sistema Reprodutivo Razdo pédlen/évulo
Cleistogamia 2,7-54
Autogamia obrigatoria 18,1 -39,0
Autogamia facultativa 31,9 -396,0
Xenogamia facultativa 2447 — 2.588,0
Xenogamia obrigatoria 2.108,0 — 195.525,0
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RESULTADOS

Diagnose morfoldgica
Spondias mombin L., Sp. pl. 371. 1753.

Arvores 5-20 m de altura. Folhas compostas, imparipinadas, alternas,
espiraladas; pulvino 0,4-0,7 cm, peciolo 3-6,5 cm, pubescente a esparso pubescente,
raque 10-23,5 cm compr., pubescente a esparso pubescente; foliolos 4-7 pares,
medianos; peciblulo 0,5-0,8 cm compr., 10,5-13 x 3,5-5 cm, base obliqua, apice
cuspidado, faces abaxial e adaxial glabras a glabrescentes, nervagdo peninérvia,
principal excéntrica. Inflorescéncias terminais, paniculas, 16,5-36 cm compr. Bracteas
1-2x0,5 mm, triangulares. Flores bissexuais: pedicelo 2-3,5 mm compr., bractéolas
presentes, 5 sépalas, 0,3-0,4 mm compr., curtamente campanulado, glabrescente, cor
verde claro; 5 pétalas, 3-3,5 mm compr., dialipétalas, glabras, brancas; 10 estames
livres, filete 2-2,2 mm compr., antera 1 mm compr.; pistilo 2 mm, ovario supero 0,8-1
mm compr., com 4-5 léculos, 1 6vulo por loculo, estilete 0,5-0,6 mm compr., estigma
0,3-0,6 mm compr., levemente clavado; nectarios florais presentes. Flores masculinas:
pedicelo 2,5-3 mm compr., bractéolas 0,4-0,5 mm compr., glabrescentes; 5 sépalas,
0,3-0,5 mm compr., curtamente campanulado, glabrescente, cor verde claro; 5
pétalas, 2-3 mm compr., dialipétalas, glabras, brancas; 10 estames, filete 1,8-2 mm
compr., antera 1 mm compr., pistilddio 1 mm compr. Fruto nuculanio, 3,2-2,7 x 1,9-
1,4 cm, epicarpo amarelo alaranjado, liso, brilhante, aroma agridoce. Sementes 12-16
X 2-2,5 mm, estreitamente oblongas.

Os detalhes da morfologia de S. mombin podem ser observados na ilustragéo

botanica (Figura 2).
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Figura 2. llustracdo botanica de S. mombin. A) Ramo com detalhe das folhas e
inflorescéncia. B) Flor bissexual. C) Corte longitudinal da flor bissexual. D) Gineceu
em corte transversal evidenciando cinco léculos do ovario (flor bissexual). E) Flor
masculina. F) Corte longitudinal da flor masculina com detalhe do pistilédio. G) Fruto.
H) Corte transversal do fruto evidenciando os l6culos. llustracdo: Reinaldo A. Pinto.
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Caracterizacdo morfolégica do pdlen

Os graos de podlen de S. mombin sdo 3-colporados, apresentando 67,88 a
78,04 um de diametro equatorial e 92,48 a 107,58 um de eixo polar (Tabela 4). Sao
considerados muito grandes, pois a medida do maior eixo encontra-se entre 100-200
Mm.

A exina tem em média 3,89 ym e apresenta a sexina microestriada a
microreticulada na regido polar (Figura 3). Os pélens de S. mombin sado classificados

como prolato e apresentam area polar pequena (Tabela 4).

Tabela 4. Medidas dos pdlens de S. mombin coletados no municipio de Alta Floresta,
MT e submetidos ao método de acetdlise

Medida Min. — Max. (um)  x * sx (pm) IC 95% (um) CV (%)

Diametro Equatorial (VE) 67,88 - 78,04 72,68 +2,69 71,57-73,79 3,70
Eixo Polar (VE) 92,48 - 107,58 101,07 £ 4,25 99,31 -102,82 4,21

Diametro equatorial (VP) 63,74 - 78,77 72,45+3,80 70,89 -74,02 5,24
Nexina 1,05-2,17 1,70+ 0,34 1,56-1,84 20,03
Sexina 1,72-2,61 2,19+0,24 2,09 -2,29 11,08
Exina 3,13 - 4,47 3,89 + 0,36 3,74 - 4,03 9,16
P/E 1,29-1,51 1,39+ 0,06 1,36 - 1,42 4,52
I.A.P 0,26 - 0,49 0,35+ 0,06 0,32-0,37 15,92

X = média; sx = desvio padrdo da média; IC = intervalo de confianca; CV (%) = coeficiente de
variagéo; VE = Vistg Equatorial; VP = Vista Polar; P/E = Razao entre eixo polar sobre didmetro
equatorial; I.A.P.= Indice de &rea polar.

Figura 3. Fotomicrografias dos graos de pdlen de S. mombin. A) Vista equatorial com
detalhe dos colpos. B) Vista polar com detalhe das aberturas dos colpos. C) Detalhe
da superficie (ornamentagao). Barra = 20um.

Viabilidade polinica via teste colorimétrico
A andlise de variancia demonstrou que o0s individuos analisados

apresentaram viabilidade polinica significativamente diferentes entre si, porém nao
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houve diferenca estatistica significativa entre a viabilidade polinica dos tipos florais, o
gue indica que tanto as flores bissexuais quanto as flores masculinas contribuem com

polen para a reproducéo da espécie (Tabela 5).

Tabela 5. Resumo da Analise de Variancia (ANOVA) para a viabilidade polinica de
diferentes individuos e tipos florais de S. mombin via teste colorimétrico

Fonte de Variagéo GL?! Viabilidade Polinica?
Individuos 7 24,220™
Tipos florais 1 6,125"
Individuos x Tipos florais 7 5,442
Média 96,47
C.V.(%) 2,38

1 Grau de liberdade. 2 Valor do quadrado médio para a variavel viabilidade polinica. ", **: ndo
significativo e significativo a 1%.

Todos os individuos dentro dos tipos florais apresentaram viabilidade superior
a 90%. A viabilidade polinica média de S. mombin contemplando todos os individuos
e os dois tipos florais foi de 96,47% (Tabela 6).

Tabela 6. Viabilidade polinica de S. mombin estimada por teste colorimétrico com a
solucéo tripla de Alexander
Viabilidade Flor Viabilidade Flor Viabilidade média

Individuos Masculina Bissexual do individuo
1 96,10 ab 97,50 a 96,80 ab
2 96,85 ab 96,95 ab 96,90 ab
3 97,05 ab 96,45 ab 96,75 abc
4 97,15 ab 98,40 a 97,77 a
5 94,85 ab 93,65 b 94,25 ¢
6 98,15 a 97,50 a 97,82 a
7 95,40 ab 97,30 a 96,35 abc
8 94,50 b 95,80 ab 95,15 bc
Média 96,26 A 96,69 A 96,47
C.V. (%) 2,38

Médias seguidas de mesma letra minuscula, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p < 0.05).

Os polens viaveis possuiam protoplasma e parede celular integras, indicados
pela coloragao violeta do protoplasma e pelo contorno verde da parede celular. Os
graos de podlen inviaveis e que, portanto, ndo possuiam protoplasma, apresentaram

tonalidade esverdeada (Figura 4).
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Figura 4. Pdlens de S. mombin corados com solucéo tripla de Alexander. A) Padréao
de visualizacao dos pdlens para contagem em objetiva de 10x (Barra = 100 um). B)
Detalhe do pdlen viavel (V) e inviavel (I) em objetiva de 40x. Barra = 30 um.

Germinacdo do polen in vitro

Os meios de cultura avaliados neste estudo permitiram a germinagéo do pélen
de S. mombin (Figura 5). A analise de variancia demonstrou que houve interacao
significativa entre os tratamentos e os horarios de contagem sobre a germinacéo do

pélen (Tabela 7).

Figura 5. Pélen de S. mombin germinado in vitro. A) pélen germinado e pélen nao
germinado (seta). B a D) diferentes estagios de desenvolvimento do tubo polinico.
Barra = 50 ym.
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Tabela 7. Resumo da Analise de Variancia (ANOVA) para germinacao in vitro do pdlen
de S. mombin submetido a diferentes meios de cultura e horarios de contagem

Fonte de Variagao GL?! % de Germinancgao?
Tratamentos 7 13,058**
Horario de contagem 2 51,998**
Tratamentos x Horario de contagem 14 4,877**
Média 37,57
C.V.(%) 15,20

! Grau de liberdade. ? Valor do quadrado médio para a variavel porcentagem de germinacéo
de polens. **: significativo a 1%.

O tempo influenciou positivamente a germinacao dos pdlens, sendo que nos
tratamentos T2, T4, T7 e T8, a maior porcentagem de poélens germinados foi
encontrada na contagem de 36 horas apds a montagem do experimento (Tabela 8).
De modo geral, todas as médias foram superiores na contagem de 36 horas apesar
de ndo diferirem estatisticamente dos outros horarios de contagem em todos os
tratamentos. Os tratamentos T4 e T8 apresentaram as melhores médias de
germinacao apdés 36 horas. Ambos continham sacarose e acido bérico. Apesar do
tratamento T8 nao diferir estatisticamente do tratamento T4 na contagem de 36 horas,
ele apresentou maior média de germinacao. Além disso, a partir da segunda contagem
(24 horas) a média de polens germinados no T8 foi superior e estatisticamente

diferente dos demais tratamentos.

Tabela 8. Porcentagem média de germinagéo do pélen de S. mombin sob diferentes
tratamentos e horarios de contagem. S= Sacarose e AB= Acido borico

Horérios de Contagem

Tratamentos 12h 24h 36h
T1 (S 0% e AB 0 mg) 26,10 Aa 34,40 Ab 32,80 Ac
T2 (S 0% e AB 50 mg) 16,50 Ba 27,10 Bb 80,50 Ab
T3 (S 5% e AB 0 mg) 27,10 Aa 23,40 Ab 30,10 Ac
T4 (S 5% e AB 50 mQ) 22,40 Ba 34,40 Bb 89,50 Aa
T5 (S 10% e AB 0 mQ) 19,30 Aa 25,40 Ab 26,40 Ac
T6 (S 10% e AB 50 mg) 18,40 Aa 25,30 Ab 27,10 Ac
T7 (S 20% e AB 0 mg) 21,60 Ba 31,00 Bb 74,80 Ab
T8 (S 20% e AB 50 mg) 38,10 Ca 54,81 Ba 95,30 Aa
C.V. (%) 18,42

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na linha e mindscula na coluna, ndo diferem
entre si pelo teste de Scott e Knott (p < 0.05).
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O comprimento do tubo polinico de S. mombin, apds 36 horas de germinacgéo,
foi influenciado pelos tratamentos (Tabela 9). O tratamento T1, constituido apenas de
agua destilada, propiciou a menor média de comprimento e foi estatisticamente
diferente dos demais tratamentos, que continham apenas sacarose ou sacarose
combinada com acido bodrico. Esse resultado indica que a presenca destes

componentes contribui para o crescimento do tubo polinico.

Tabela 9. Comprimento do tubo polinico de S. mombin apds 36 horas de germinacéo
em diferentes meios de cultura

Tratamentos Comprimento (um)
T1 170,96 b
T2 277,36 a
T3 239,04 ab
T4 276,21 a
T5 250,26 a
T6 310,37 a
T7 259,94 a
T8 311,60 a

Média 261,96
C.V. (%) 21,53

Médias seguidas pela mesma letra minUscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p < 0.05).

Comportamento meidtico e indice meidtico

A partir da visualizacdo das células em divisdo, na fase de diacinese foi
possivel contabilizar 15 pares de cromossomos em S. mombin (Figura 6B).

A meiose de S. mombin apresentou-se regular, totalizando apenas 13,26% de
células com alguma anormalidade. As anormalidades encontradas podem ser
visualizadas na Figura 6 (K a P) e estdo descritas na Tabela 10. A divisdo assincronica

apresentou-se como a anormalidade mais frequente.
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Figura 6. Fases da meiose de S. mombin. A) Préfase | — subfase paquiteno. B)
Préfase | — subfase diacinese apresentando 15 pares de cromossomos. C) Préfase |
— subfase diacinese, 0s cromossomos iniciam a migragao para a faixa equatorial da
célula. D) Metéfase | normal. E) Anafase | normal. F) Teléfase | normal. G) Profase |l
normal. H) metéfase Il normal. I) Anafase Il normal. J) Tel6fase Il normal. K) Metafase
| com cromossomo atrasado (seta). L) Metafase Il com cromossomos alinhados em
“T”. M) Divisdo assincrbnica e com um cromossomo adiantado (seta). N) Divisdo
assincrénica. O e P) Anafase Il, mesma célula em dois focos para demonstrar a falta
de orientacdo das fibras do fuso. Barra = 10pum.
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Tabela 10. Anormalidades observadas na meiose de S. mombin

Anormalidade % de anormalidade
Cromossomo fora da placa equatorial - Metéafase | 14,41%
Cromossomo retardado/adiantado Anafase | 9,90%
Divisao assincronica 62,16%

Falta de orientacao das fibras do fuso 13,51%
Numero de células anormais 111

Total de células analisadas 837
Porcentagem de células anormais 13,26 %

Os 8 (oito) individuos de S. mombin analisados apresentaram indice meiético
estatisticamente diferentes, onde o maior IM foi encontrado no individuo 3 (98,45%) e
o menor no individuo 7 (95,30%). Apesar de haver diferencas estatisticas entre 0s
individuos, a analise dos produtos pos-meidticos indicou que o nivel de irregularidade
meiotica para a espécie € baixo. A média do IM para a espécie foi de 96,53% (Tabela
11). A anormalidade encontrada com maior frequéncia consistiu em triades (Figura 7).

Tabela 11. Produtos pos-meidticos e indice meiotico (IM) observados em S. mombin

Individuo Tétrades Monodes Diades Triades Poliades IM (%)
1 1.936 0 0 54 10 96,80 abc
2 1.960 0 0 30 10 98,00 ab
3 1.969 0 0 22 9 98,45 a
4 1.910 1 1 85 3 95,50 c
5 1.912 4 1 76 7 95,60 c
6 1.935 3 0 61 1 96,75 abc
7 1.906 19 0 53 22 95,30 ¢
8 1.916 6 0 77 1 95,85 bc
Total 15.444 33 2 458 63 16.000
Média 1.930,50 4,12 0,25 57,25 7,87 96,53
C.V. (%) 1,78

Médias seguidas de mesma letra minuscula, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p < 0.05).
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Figura 7. Produtos pds-mei6ticos observados em S. mombin. A) Ménade. B) Diade
apresentando citomixia. C) Triade. D) Tétrade normal. E e F) Poliades apresentando
uma das células reduzidas (seta). Barra = 20 um.

A divisdo celular de S. mombin, ndo apresentou sincronia, pois foram
encontradas diferentes fases da meiose em um mesmo botdo floral, bem como
produtos pos-meidticos junto a células em divisdo. As células em divisdo foram
encontradas em botdes florais com comprimento entre 1,17-1,45 mm (média = 1,32 +
0,08 mm). Em botdes com tamanhos inferiores néo foi possivel visualizar células em
divisdo. Botbes florais com comprimento entre 1,22-1,51 mm (média: 1,38 + 0,08 mm)
apresentaram produtos poOs-meiodticos. Botbées com comprimento superior

apresentavam polen.

Razdao podlen/ovulo (P/O)
A razao pélen/6vulo de S. mombin foi de 2.772,62, indicando que a espécie
apresenta sistema reprodutivo do tipo xenogamico obrigatorio de acordo com a

classificacao proposta por Cruden (1977).
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DISCUSSAO

Diagnose morfoldgica

Foram verificadas algumas varia¢cdes morfolégicas em S. mombin em relacéo
as descri¢cbes disponiveis para a espécie. De acordo com Janick e Paull (2008) as
caracteristicas morfolégicas mais variaveis de S. mombin sdo: divisdo das folhas, as
margens dos folhetos, presenca ou auséncia de veia intra-marginal, inflorescéncia,
namero de carpelos e forma e estrutura do endocarpo. Também sédo observadas
variacdes na descricao da espécie com relacdo aos tipos florais (Lozano, 1986; Janick
e Paull, 2008; Ramos, 2009; Carneiro e Martins, 2012; Mitchel e Daly, 2015).

Neste estudo observou-se que o numero de l6culos do ovario nas flores
bissexuais de S. mombin, variou de quatro e cinco, correspondendo com descri¢coes
realizadas por Ramos (2009), Lozano (1986) e Silva (2003).

A espécie foi descrita por Mitchell e Daly (2015) como sendo hermafrodita,
mas neste estudo, verificou-se que a espécie, possui flores masculinas e bissexuais,
caracterizando um sistema andromonadico. Esta caracteristica havia sido sugerida por
Carneiro e Martins (2012).

As flores estaminadas e bissexuais sdo descritas com cinco pétalas brancas,
cinco sépalas esverdeadas, 10 estames livres com filetes brancos e anteras amarelas
(Lozano, 1986; Janick e Paull, 2008; Ramos, 2009), assim como encontrado nesta
descricdo. Nao foram observadas grandes variacdes em realacdo as caracteristicas
morfologicas de inflorescéncias, frutos e sementes.

As variacBes morfolégicas descritas na literatura podem estar relacionadas a
hibridos da espécie, pois a hibridacdo parece ser comum neste género, apesar de nao
serem comprovados todos 0s casos, e, a ocorréncia de uma série de intermediarios
distintos entre S. mombin e varias outras espécies, sugere a possibilidade de esta
espécie, ser propensa a hibridacdo (Mitchel e Daly, 2015). Neste caso, descricao

morfolégica adequada para a espécie pode auxiliar na identificacdo dos hibridos.
Caracterizagdo morfolégica do polen

Os polens de S. mombin séo 3-colporados, corroborando com a descri¢cao

para a familia Anacardiaceae informada por Erdtman (1986). As medidas mensuradas
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para eixo polar, didmetro equatorial, nexina, sexina e exina, foram superiores as
apresentadas por Mitchell e Daly (2015), para S. mombin, S. purpurea e S. radlkoferi.

A forma do tipo prolato corresponde, em parte, com resultados apresentados
por Mitchell e Daly (2015), que descreveram os polens de S. mombin com formato
prolato a subprolato. Segundo Moore e Webb (1978) citado por Martins et al. (2010) a
forma do polen pode variar consideravelmente dentro de um tipo de grao de poélen, ou
até mesmo dentro de uma mesma espécie. Considerando que os estudos sobre a
morfologia do po6len de S. mombin até entdo foram realizados em outros paises, eram
esperadas algumas diferencas relacionadas a provavel diversidade genética da
espécie, uma vez que de acordo com Souza et al. (2010), a morfometria polinica pode
servir de parametro em estudos de diversidade genética.

A exina (sexina) dos grédos de polen de S. mombin apresentam superficie
microestriada e microreticulada quando vistos da regido polar, assim como descrito
por Oliveira et al. (1998) citado por Mitchell e Daly (2015). Esta caracteristica esta de
acordo com a descricdo de Mdller (1979) e Erdtman (1986) para polens da familia
Anacardiaceae.

A descricdo do pélen de S. mombin podera auxiliar em estudos voltados para
a Paleobotanica, Melissopalinologia, Paleoecologia, Zooecologia, Taxonimia vegetal
entre outras (Takeda et al.,, 2001), devido fornecer informacdes bésicas para

diferencia-lo do pélen de outras espécies do género.

Viabilidade polinica via teste colorimétrico

A auséncia de diferenca estatistica entre a viabilidade polinica dos tipos florais
em S. mombin, comprova o sistema sexual andromondico da espécie, descrito por
Carneiro e Martins (2012) e encontrado nos estudos morfolégicos do presente
trabalho. Resultados semelhantes foram encontrados por Nadia et al. (2007) ao
estimarem a viabilidade polinica de Spondias tuberosa Arruda (umbuzeiro), onde a
viabilidade néo diferiu entre as flores masculinas e hermafroditas.

A viabilidade polinica diferiu estatisticamente entre os individuos de S.
mombin. De acordo com Santos Neto et al. (2006) a viabilidade do pdlen pode ter
variacbes consideraveis, tanto entre individuos de uma espécie, quanto entre
amostras de um mesmo individuo. O periodo de florescimento (Dafni, 1992), a

longevidade da flor (Hoffmann e Varassin, 2011), as alteracbes ambientais e as
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diferencas genotipicas (Vasil, 1987) podem contribuir com essa variacdo. Dessa
forma, para avaliar a fertilidade masculina € importante realizar estudos populacionais
com amostras distintas (Hoffmann e Varassin, 2011), assim como realizado neste
estudo.

A viabilidade polinica de S. mombin foi considerada alta, com valores
superiores a 90% em todos os individuos avaliados. Conforme Souza et al. (2002), a
viabilidade polinica acima de 70% pode ser considerada alta. Resultado semelhante
foi obtido por Nadia et al. (2007) que encontraram viabilidade polinica superior a 90%

em Spondias tuberosa.

Germinacgéo do pdlen in vitro

A porcentagem de germinacdo do podlen foi influenciada tanto pelos
tratamentos quanto pelo tempo de incubacdo. Neste trabalho foram testadas
diferentes concentracGes de sacarose e acido borico. A sacarose possui a funcéo de
fornecer energia para o desenvolvimento do tubo polinico e promover o equilibrio
osmoético entre o meio de cultura e o polen (Stanley e Linskens, 1974). O acido bérico
estimula o crescimento do tubo polinico e evita que estes se rompam (Frazon et al.,
2006).

O tratamento mais adequado para a germinac¢éo do polen de S. mombin neste
estudo (T8), continha acido borico e a maior concentracéo de sacarose testada (20%).
Todos os tratamentos em que estavam presentes o acido bdrico ou a sacarose
apresentaram média significativamente superior no comprimento do tubo polinico, em
relacdo ao tratamento T1, que ndo possuia estes componentes, demonstrando que
para S. mombin o &cido bérico e a sacarose melhoram as condi¢fes de germinacéo.
De acordo com Patel e Mankad (2014) a germinacéo e o crescimento do tubo polinico
aumentam com o acréscimo da concentracdo de &cido bérico e Almeida et al. (1987)
afirma que a adigdo de acido borico aumenta a eficiéncia da sacarose, tanto na
germinacao quanto no crescimento do tubo polinico.

O tempo de incubagédo também influenciou significativamente a germinacgéo
do polen, sendo que a porcentagem de poélens germinados aumentou com o0 tempo
de incubacao. Castro et al. (1999) corrobora com este resultado afirmando que as
maiores porcentagens de germinacdo de polen in vitro sdo obtidas em periodos

prolongados de incubacéo.
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Os dados da viabilidade obtidos pela germinacéo in vitro confirmam os dados
obtidos pelo teste colorimétrico. Em ambos os testes a viabilidade foi superior a 90%,

levando em consideracdo o meio de cultura mais adequado entre os avaliados (T8).

Comportamento meiotico e indice meidtico

A partir da visualizagdo das células em divisdo, foi possivel confirmar o
namero cromossémico de S. mombin (2n = 2x = 30), descrito por Macédo (2011).

A anormalidade com maior frequéncia encontrada na meiose de S. mombin
foi a divisdo assincrbnica (62,16%), verificada quando os dois nucleos na meiose I
nao alcangcaram a mesma fase simultaneamente, encontrando-se em fases diferentes.
O assincronismo durante a divisdo perturba a segregacdo cromossoémica e leva a
formacéo de triades (Souza e Pereira, 2011). A divisdo assincronica gera tel6fases
com trés ndcleos na meiose Il, porém nao foi possivel verificar esta irregularidade
neste estudo, provavelmente devido a pouca quantidade de tel6fases encontradas, ou
por algum mecanismo de reparo da propria célula como descrito por Damasceno
Junior et al. (2010).

A falta de orientacéo das fibras do fuso também foi observada em S. mombin
e se caracterizou por apresentar cromossomos alinhados na placa equatorial em
forma de “T”, ou seja, em fuso transversal. Essa anormalidade foi descrita por
Shamina (2005) que a considerou responsavel pela segregacdo cromossdmica
tripolar. De acordo com Souza et al. (2014) a irregularidade na orientacdo das fibras
do fuso pode prejudicar a segregacdo normal dos cromossomos, vindo a gerar
produtos pés-meidticos anormais como: triades, diades, ménades e poliades. Dessa
forma, as anormalidades verificadas na meiose de S. mombin, explicam os produtos
pos-meibticos anormais encontrados.

Cromossomos fora da placa equatorial, retardatarios e adiantados, foram
observados na metafase e anafase |. Essa é a anormalidade mais frequente durante
a divisdo nuclear, de acordo com Pagliarini (2000), porém nao ocorreram com grande
frequéncia em S. mombin (14,41% e 9,90% respectivamente). As migracdes precoces
estdo geralmente associadas a cromossomos univalentes formados no final da
préofase | e pela terminacéo precoce dos quiasmas na metafase | (Utsunomiya et al.,
2002; Suaki et al., 2003). Independente da origem, essa anormalidade pode originar

micronucleos na meiose Il (Pagliarini, 2000). Os micronucleos também podem ser
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observados nos produtos pds-meioticos e estdo associados a formacdo de gametas
desequilibrados e a consequente formacdo de gametas invidveis (Battistin et al.,
2006). No caso de S. mombin, ndo foram observados micronucleos, mas verificou-se
a presenca de poliades com uma célula bastante reduzida em relacdo as demais, que
podem estar relacionadas com essa anormalidade da meiose.

Apesar das anormalidades meioticas influenciarem diretamente os produtos
pbés-meidticos (Horner e Palmer, 1995), as anormalidades observadas em S. mombin
nao prejudicaram acentuadamente a formacdo dos produtos pos-meidticos da
espécie, uma vez que ela apresentou IM de 96,53% e segundo Love (1951), plantas
que apresentam IM superior a 90% possuem alta estabilidade meidtica.

A fertilidade das plantas depende da regularidade meibtica durante a
formacdo de grdos de pdlen (Pereira et al., 2017). A regularidade e estabilidade
meidtica de S. mombin esta refletida na alta viabilidade polinica da espécie estimada
tanto pelo teste colorimétrico, quanto pela germinagéo do poélen in vitro.

De acordo com Souza et al. 2006, S. mombin produz um grande namero de
flores, mas poucas séo fertilizadas e geram frutos, em geral devido a fatores climaticos
como: ventos, altas temperaturas, baixa umidade e fatores fisiolégicos que causam
abscisdo das flores. Esses mesmos autores também verificaram que as flores
fecundadas, raramente sofrem abscisdo, ou seja, a fecundagéao garante a producéo
do fruto. Esta caracteristica confirma a estabilidade mei6tica e viabilidade polinica
encontrada neste estudo, demonstrando que os pélens gque chegam ao estigma séo
capazes de fecundar o 6vulo.

Mesmo diante da auséncia de sincronia durante a divisdo celular de S.
mombin, foi possivel estabelecer o comprimento minimo e maximo do botdo em
relacdo as fases de divisdo celular. Este tipo de informacdo € importante para
direcionar a coleta de botdes florais em estudos da formacao e desenvolvimento do
grao de polen, e em pesquisas que envolvam a técnica de cultura de anteras (Souza

et al., 2002) e consequentemente, auxiliam no melhoramento da espécie.

Razao poélen/ovulo (P/O)
Pela analise da razdo P/O, S. mombin apresenta xenogamia obrigatoria.
Cruden (1977) definiu que espécies xenogamicas apresentam protandria, sdo auto-

incompativeis e a maioria requer um polinizador. Esse resultado concorda com 0s
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dados obtidos por Carneiro e Martins (2012), ao realizarem cruzamentos controlados
em clones de S. mombin. Estes autores sugeriram que a espécie é auto-incompativel,
protandrica, andromonoica e polinizada por abelhas. Ja Oliveira et al. (2012), verificou
que S. mombin, apesar de ser preferencialmente aldgama, apresenta baixa taxa de
autogamia. De acordo com Schifino-Wittmann e DallAgnol (2002), mesmo em
espécies altamente auto-incompativeis € possivel a existéncia de autofecundacao.

O conhecimento do sistema reprodutivo de S. mombin é fundamental para
auxiliar programas de melhoramento genético, devido as particularidades reprodutivas
da espécie, pois conforme Gomes et al. (2001), o conhecimento da estrutura floral e
da biologia reprodutiva auxiliam na escolha da técnica adequada de emasculacao e

polinizacdo, aumentando assim 0 sucesso dos cruzamentos.
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CONCLUSOES

Este trabalho definiu as caracteristicas morfolégicas principais da planta e do
pélen de S. mombin com ocorréncia na Amazénia brasileira, bem como os aspectos
reprodutivos relacionados com a fertilidade da espécie. S. mombin é uma espécie
andromondica, apresenta xenogamia obrigatéria e alta estabilidade e regularidade
meidtica. Como reflexo da meiose regular, a viabilidade polinica encontrada nos dois
meétodos testados foi alta, sendo estas caracteristicas importante para o sucesso
reprodutivo da espécie.

Na avaliacdo da viabilidade polinica in vitro de S. mombin recomenda-se a
utilizacdo de meio de cultura liquido contendo 20% de sacarose e 50 mg mL™ 4cido
borico com incubacédo de 24 a 36 horas em camara B.O.D. com temperatura de 25 °C
(= 2 °C) e no escuro.

Estas informacfes, auxiliardo na identificacdo da espécie e em estudos de
areas do conhecimento que necessitem de informa¢des morfoldgicas, tais como a
Paleobotanica, Paleoecologia, taxonomia vegetal, entre outras. Também poderao ser
utilizadas na implantacdo e manutencéo de cultivos e programas de melhoramento
que envolvam a espécie, pois facilitardo a escolha de individuos adequados para a
hibridacdo, seja ela inter ou intraespecifica.
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4.2 CAPITULO 2

DIVERSIDADE E ESTRUTURA GENETICA DE POPULACOES NATURAIS DE
Spondias mombin L. NO ESTADO DE MATO GROSSO

RESUMO

Os frutos da cajazeira (Spondias mombin L.) vém ganhando destaque para consumo
in natura e na agroindustria devido sua qualidade sensorial e funcional. Existe pouco
conhecimento sobre a diversidade genética desta espécie que auxiliem na
implantagéo de cultivos, sendo a producdo atual baseada no extrativismo. Dessa
forma, este trabalho objetivou avaliar a diversidade e estrutura genética de populacdes
naturais de S. mombin no estado de Mato Grosso, por meio de marcadores
moleculares microssatélites visando auxiliar na implementacdo de estratégias de
conservacdo e coleta de recursos genéticos. Coletou-se material foliar de 139
individuos de S. mombin, distribuidos em dez municipios do estado de Mato Grosso,
sendo cada area considerada uma populacdo. O DNA foi extraido pelo método CTAB
e as amplificacbes via PCR foram realizadas com sete primers microssatélites
marcados com fluorescéncia. Os produtos de PCR foram separados por sequenciador
automatico e os eletroferogramas foram analisados no programa GeneMarker. Com
base na matriz do tamanho dos fragmentos amplificados, foi caracterizada a
diversidade genética por meio do numero de alelos, heterozigosidade esperada (He)
e observada (Ho), PIC, indice de fixacéo (f), alelos raros e exclusivos. A estrutura
genética foi avaliada pela AMOVA, pelo dendrograma UPGMA e pela andlise
estatistica bayesiana no programa Structure. Foram amplificados 46 alelos, com
média de 6,6 alelos por locos. A He foi maior que Ho e o f foi positivo, indicando
presenca de endogamia. O PIC variou de 0,048 a 0,700 e apenas dois locos foram
pouco informativos. Foram encontrados 27 alelos raros e 16 exclusivos nas
populacdes, sendo que Alta Floresta e Caceres continham a maior quantidade destes.
O maior componente de variacao foi intrapopulacional (90,64%), revelando que a
maior diversidade esta entre os individuos dentro das populacfes. A estimativa de
fluxo génico foi de 1,99, indicando que ndo ha isolamento genético entre as
populacdes e assim justificando o valor de Fst encontrado (0,0963). As dez
populacdes analisadas foram agrupadas em dois grupos, pelos dois métodos
utilizados, sendo que Alta Floresta e Marcelandia constituiram um grupo isolado das
demais populacdes. O teste de Mantel demonstrou que a estrutura genética ndo esta
relacionada com a distancia geografica entre as populacdes. Os sete locos
microssatélites foram eficientes em acessar a diversidade genética de S. mombin e
podem auxiliar estudos futuros. A diversidade genética de S. mombin é moderada,
porém as populacdes analisadas devem ser conservadas in situ ou ex situ, devido a
diversidade que apresentam e por serem fontes promissoras para coleta de
germoplasma.

PALAVRAS-CHAVE: Cajazeira, Conservacgao, Microssatélite, Variabilidade genética.
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DIVERSITY AND GENETIC STRUCTURE IN NATIVE POPULATIONS OF Spondias
mombin L. IN MATO GROSSO STATE, BRAZIL

ABSTRACT

The yellow mombin fruits (Spondias mombin L.) have been gaining prominence for in
natura consumption and agroindustry due to its sensorial and functional quality. There
is little knowledge about the genetic diversity of this species that helps in the
implantation of crops, being the current production based on extractivism. Thus, this
study aimed to evaluate the diversity and genetic structure of natural populations of S.
mombin in the state of Mato Grosso, through molecular microsatellite markers aiming
to assist in the implementation of strategies for conservation and collection of genetic
resources. Foliar material was collected from 139 individuals of S. mombin, distributed
in 10 cities in the state of Mato Grosso, each area being considered as a population.
The DNA was extracted by the CTAB method and PCR amplifications were performed
with seven microsatellite primers labeled with fluorescence. The PCR products were
separated by a sequencer and the electropherograms were analyzed in the
GeneMarker program. Based on the amplified fragment size matrix, genetic diversity
was characterized by the number of alleles, expected heterozygosity (He) and
observed heterozygosity (Ho), PIC, fixation index (f), rare and exclusive alleles. The
genetic structure was evaluated by the AMOVA, by the UPGMA dendrogram and by
the Bayesian statistical analysis in the program Structure. A total of 46 alleles were
amplified, with an average of 6.6 alleles per loci. He was higher than Ho and f was
positive, indicating presence of inbreeding. The PIC ranged from 0.048 to 0.700 and
only two loci were poorly informative. Twenty seven rare and sixteen unigue alleles
were found in the populations, with Alta Floresta and Caceres containing the largest
number of them. The largest component of variation was intrapopulation (90.64%),
revealing that the greatest diversity is among the individuals within the populations.
The gene flow estimate was 1.99, indicating that there is no genetic isolation between
the populations and thus justifying the Fst value found (0.0963). The 10 populations
analyzed were grouped into two groups, by the two methods used, and Alta Floresta
and Marcelandia constituted an isolated group of the other populations. The Mantel
test demonstrated that the genetic structure is not related to the geographic distance
between populations. The seven microsatellite loci were efficient in accessing the
genetic diversity of S. mombin and could support future studies. The genetic diversity
of S. mombin is moderate, but the populations analyzed must be conserved in situ or
ex situ, due to their diversity and as they are promising sources for germplasm
collection.

KEY WORDS: Yellow mombin, Conservation, Microsatellite, Genetic variability.
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INTRODUCAO

O Brasil tem potencial para a producdo de inUmeras variedades de frutas,
gracas a sua extensao territorial, variados tipos de solos e condi¢cdes climaticas
(Carvalho et al., 2017), caracteristicas que fazem o pais ser o terceiro maior produtor
mundial de frutas, atras apenas da China e da India (FAO, 2017). Além das condi¢Bes
adequadas para cultivo, o Brasil possui grande diversidade de frutas nativas, muitas
delas ainda desconhecidas ou pouco exploradas comercialmente, mas que vém
apresentando crescente valor de mercado, dentre as quais encontra-se a cajazeira
(Spondias mombin L.) (Freitas e Mattietto, 2013).

S. mombin é uma espécie frutifera arblOrea pertencente a familia
Anacardiaceae. Seus frutos vém ganhando destaque para 0 consumo in natura e na
agroindustria (Silva, 2003), principalmente devido a sua qualidade sensorial (Pinto et
al., 2003). Além disso, o fruto possui elevados teores de carotenoides, taninos e
compostos fendlicos, sendo considerada uma fonte natural de antioxidantes (Mattietto
et al., 2010; Freitas e Mattietto, 2013). O aumento da demanda por frutos gera
interesse para o cultivo comercial, porém S. mombin é considerada uma espécie em
fase de domesticacdo, sendo escassas as informacdes que auxiliem na implantacao
de pomares comerciais viaveis (Souza et al., 2006).

A domesticacao e incorporacdo de espécies nativas em sistemas produtivos,
bem como, o desenvolvimento de estratégias de conservacao eficientes, necessitam
de informacdes sobre a variagdo genética e do conhecimento da dimensdo e da
distribuicdo da variabilidade genética nas populacfes naturais (Costa et al., 2011).

O germoplasma de Spondias comercialmente importante, conservado tanto in
situ quanto ex situ € bastante restrito e considerado vulneravel, sendo que sua
preservacdo ndo acompanha a extensa erosao genética a que estas espécies foram
submetidas, especialmente a fragmentacao florestal e a exploracéo irracional dos
recursos naturais (Silva Junior et al., 2004). A degradagcdo ambiental, o
desmatamento, a urbanizacéo e o estresse ambiental, causam extingdo de espécies
de plantas e perda da variabilidade genética, podendo ser perdidas informacoes
genéticas antes mesmo de serem conhecidas (Silva Junior et al., 2004; Govindaraj et
al., 2015). Nesse sentido, avaliar o estado de conservacdo de uma espécie é

imprescindivel para nortear acdes de conservacgao (Dias e Hoft, 2013).
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S. mombin tem ampla distribuicdo, muitas vézes grandes populacdes e é
cultivada até mesmo em paises onde ndo é nativa, dessa forma, ndo é considerada
ameacada de extincdo de acordo com os critérios e categorias da Lista Vermelha da
Unido Internacional para a Conservacao da Natureza e dos Recursos Naturais (IUCN),
que classifica as espécies em alto risco de extingdo global. Embora ndo haja risco
atual de extingéo, a diversidade genética da espécie pode ser comprometida devido a
destruicdo de seus habitats (Mitchell e Daly, 2015).

O conhecimento da distribuicdo da variabilidade genética entre e dentro das
populagcées naturais, permite um melhor entendimento de como a selecdo esta
atuando em funcdo da adaptabilidade, pois quanto maior a variabilidade genética
existente na populacdo, maior € a chance de perpetuacéo da espécie (Estopa et al.,
2006). Além disso, a avaliacdo da estrutura genética populacional e niveis de
diversidade genética sdo importantes para entender os efeitos da fragmentacéo
ambiental e sua influéncia sobre a dinamica populacional, ajudando a orientar
programas de melhoramento e conservacao de plantas (Sujii et al., 2015).

A diversidade genética pode ser verificada por meio de caracteristicas
morfologicas, agrondmicas, moleculares, entre outras. Mas as técnicas moleculares
possibilitam acelerar o processo de analise da variabilidade e selecdo principalmente
quando se trabalha com espécies perenes, pois ndo necessitam que a planta
complete seu ciclo reprodutivo, ndo sofrem interferéncia do meio e, ainda, apresentam
alta eficiéncia para discriminacdo de materiais (Ferreira e Grattapaglia, 1998). A
diversidade genética de S. mombin foi acessada por meio de isoenzimas (Gois et al.,
2009), caracteres morfoldgicos do fruto (Silva et al., 2017), marcadores moleculares
RAPD (Lima et al., 2011) e ISSR (Silva et al., 2016), porém néo estdo disponiveis
estudos de diversidade e estrutura genética baseados em marcadores moleculares
microssatélites.

Os microssatélites constituem uma das classes mais polimorficas de
marcadores moleculares disponiveis hoje e apresentam vantagens sobre os demais
marcadores baseados em PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase) por serem
codominantes, altamente reproduziveis, requerer pequenas quantidades de DNA, ter
alto poder de resolucéo e altos niveis de polimorfismo (Caixeta et al., 2016). A grande
limitacdo destes marcadores estd na necessidade de serem isolados e desenvolvidos

especificamente para a espécie em estudo. Esse processo envolve um custo elevado
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e € bastante demorado, porém essa desvantagem é compensada pela facilidade e
eficiéncia em seu uso depois de pronto e pela possibilidade de transferéncia destes
marcadores entre espécies proximas, ou seja, do mesmo género ou familia (Barbara
et al., 2007; Caixeta et al., 2016).

Diante do aumento da demanda por frutos de S. mombin e da falta de
conhecimentos que auxiliem na implantacdo de futuros plantios comerciais,
principalmente no que concerne ao entendimento da diversidade genética que a
espécie possui, este trabalho objetivou avaliar a diversidade e estrutura genética de
populacdes naturais de S. mombin no estado de Mato Grosso, por meio de
marcadores moleculares microssatélites. Estas informacdes serdo Uteis para o
delineamento de estratégias de conservacdo e coleta de recursos genéticos para

enriquecimento de bancos de germoplasma.
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MATERIAL E METODOS

Area de estudo

O estudo foi realizado em 10 (dez) municipios do estado de Mato Grosso. Em
cada municipio selecionou-se uma area de ocorréncia natural da espécie. Cada area
foi avaliada como uma populacéo natural de S. mombin, totalizando dez populacdes
(Figura 1). Foram amostrados 139 individuos distribuidos da seguinte forma: Alta
Floresta (AF) 19 (desenove), Apiacas (AP) 7 (sete), Caceres (CC) 15 (quinze), Colider
(CL) 14 (quatorze), Marcelandia (MR) 18 (dezoito), Nobres (NB) 8 (oito), Nova
Bandeirantes (NA) 18 (dezoito), Porto Estrela (PE) 15 (quinze), Tangara da Serra (TS)
17 (dezessete) e Vila Bela da Santissima Trindade (VB) 8 (oito). Todas as areas
amostradas apresentavam forte influéncia antrépica, apresentando arvores isoladas

em meio a matriz de pastagem, matriz urbana ou fragmentos florestais

desconectados.
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Figura 1. Localizacdo geografica das 10 (dez) populacdes naturais de S. mombin, no
estado de Mato Grosso, Brasil. Fonte: a autora.
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O estado de Mato Grosso apresenta dois tipos climéaticos dependendo da
regido conforme a classificacdo proposta por Alvares et al. (2013). De acordo com
essa classificacdo os municipios de: Caceres, Nobres, Porto Estrela e Tangara da
Serra, possuem clima tipo Aw, caracterizado por precipitacdo anual de 1.300 a
2.500mm, temperatura média de 24 °C a 26°C e inverno sem chuvas. Os municipios
de: Alta Floresta, Apiacas, Colider, Marcelandia, Nova Bandeirantes e Vila Bela da
Santissima Trindade possuem clima tipo Am, caracterizado por precipitacdo anual de
2.500 a 3.100mm, temperatura média superior a 26°C e estacéo seca bem definida.

As populacdes de S. mombin coletadas contemplam os trés biomas existentes
no estado de Mato Grosso: Amazodnia, Pantanal e Cerrado. As populacdes Apiacas,
Alta Floresta, Nova Bandeirantes, Marcelandia, Colider, Vila Bela da Santissima
Trindade e Tangara da Serra, fazem parte do bioma Amazénia, as populacdes Nobres
e Porto Estrela, fazem parte do Cerrado e a populacdo Caceres esta localizada no
Pantanal, de acordo com a delimitacdo dos biomas proposta pelo Ministério do Meio
Ambiente (2018).

Coleta do material vegetal

A amostragem dos individuos das populacdes foi realizada de forma aleatéria
priorizando individuos em idade reprodutiva com maior espacamento entre si e de
acordo com a quantidade de individuos encontrado em cada localidade.

Coletou-se material foliar de cada individuo selecionado com auxilio de
atiradeira manual e/ou podéo, com preferéncia para folhas jovens, sem danos e sinais
de doencas. O material foliar foi identificado ainda em campo e armazenado em sacos
plasticos contendo silica gel. Em seguida foi transportado para o laboratério de
Genética Vegetal e Biologia Molecular da Universidade do Estado de Mato Grosso,
campus universitario de Alta Floresta, sendo armazenado em freezer (-20°C).

Material testemunha foi herborizado e depositado no Herbario da Amazbénia
Meridional - HERBAM, conforme metodologia de Fidalgo e Bonomi (1989) e sob os
nameros de tombo: 15289, 15290, 15291, 15292 e 15293.

Extracdo do DNA
O DNA gendmico total foi extraido de aproximadamente 100 mg do material

foliar seguindo o método CTAB descrito por Doyle e Doyle (1987) com modificacbes
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para a espécie: aumento da concentracdo de polivinilpirolidona (PVP) de 1% para 2%
e de B-mercaptoetanol de 0,2% para 1,8% no tampé&o de extracao; adicao de 0,4% de
proteinase K no tampéo de extracao; reducao do tempo de incubacgao de 65°C por 60’
para 30’.

Apébs lavagem em agua corrente o material foliar foi macerado em nitrogénio
liguido com auxilio de almofariz e pistilo. O pd resultante foi transferido para
microtubos de 2mL, aos quais adicionou-se 800uL de tampéao de extracdo (100mM
Tris-HCI, pH 8,0; 1,4M NaCl; 20mM EDTA; 5% CTAB; 2% PVP e 1,8% B-
mercaptoetanol). Apds agitacdo de um minuto em vortex os tubos foram incubados a
65°C por 30’. Apds resfriamento a temperatura ambiente, adicionou-se 700uL de
cloroférmio:alcool isoamilico 24:1 (viv) em cada microtubo que foram agitados em
vortex e centrifugados a 12.000 rpm por 10’. O sobrenadante foi transferido para um
novo microtubo ao qual adicionou-se novamente 700uL de cloroférmio:alcool
isoamilico 24:1 (v:v). Os microtubos foram agitados em vértex e centrifugados mais
uma vez a 12.000 rpm por 10’. O sobrenadante foi transferido para um microtubo de
1,5mL sendo em seguida adicionado 500uL de isopropanol gelado (-20°C). Os
microtubos foram armazenados por 30 minutos em freezer a -20 °C para precipitacao
do DNA. Apés esse periodo os microtubos foram centrifugados a 12.000 rpm por 10’
e o precipitado foi lavado duas vezes com etanol 70%, uma vez com etanol 95% e
seco a temperatura ambiente. O precipitado foi ressuspendido em 40uL de TE 0,21mM
(10mM Tris-HCI; 1mM EDTA, pH 8,0) contendo RNAse na concentracao de 40ug/uL
e incubados em banho-maria a 37 °C por aproximadamente 30’. Posteriormente as
amostras de DNA foram armazenados em geladeira a 4 °C por 24h e depois em
freezer (-20 °C).

A qualidade do DNA foi verificada por eletroforese em gel de agarose 1%
corado com brometo de etideo e fotografado sob luz ultravioleta (Figura 2). A
quantificacdo e verificacdo da pureza do DNA foram realizadas em espectrofotdmetro
de microvolume NanoDrop 2000 Termo Scientific™. A partir da quantificacdo foram
realizadas as diluicdes das amostras de DNA para a concentracdo de 20ng/ul para

uso nas amplificacfes via Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).
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Figura 2. Resultado da eletroforese em gel de agarose a 1% com amostras de DA
de 24 individuos de S. mombin extraido pelo método CTAB. M: marcador 100 ng.

Amplificacéo via PCR

As amplificacdes foram realizadas via PCR utilizando 7 (sete) pares de
primers SSR desenvolvidos por Aguilar-Barajas et al. (2014) para Spondias radlkoferi
e com transferéncia comprovada para S. mombin. O primer F de cada par foi marcado
com fluorescéncia (Tabela 1).

As reacdes foram realizadas em um volume final de 10uL, contendo: 1,5uL de
tampao 10X (100mM Tris-HCI pH 8,3; 500mM KCI); 1,5 mM MgCl2; 0,2mM de cada
dNTP; 0,5uM de cada primer (F e R); 0,12uL de Taq DNA polimerase (5U/uL); 20 ng
de DNA e &gua ultrapura. As amplificacbes foram conduzidas em termociclador
Aeris™ (Esco®) seguindo o programa descrito por Aguilar-Barajas et al. (2014): 1 ciclo
inicial de desnaturag&o a 94°C por 15 (quinze) minutos; 35 (trinta e cinco) ciclos com
desnaturacao de 94°C por 30 (trinta) segundos, anelamento a 58-60°C (dependendo
do primer utilizado) por 1 (um) minuto e 30 (trinta) segundos e extensao a 72°C por 1

(um) minuto; um ciclo de extenséo final de 10 (dez) minutos a 72°C ap6s os ciclos.

Tabela 1. Relagcdo dos microssatélites utilizados na caracterizagcdo molecular de 10
populagcfes de S. mombin

Primer Motivo arﬁé?i%ggjg%eod(gb) Ta (°C) Fluorescéncia
SPO3 (TTAA)s 172-188 60 5 FAM
SPO12 (CTT)o 184-214 60 5 HEX
SPO18 (CT)o 319-333 58 5 NED
SPO21 (CT)s 303-335 58 5 NED
SPO22 (AT)9 186-244 58 5 FAM
SPO31 (AAT)9 222-240 58 5 NED
SPO40 (ATGT)? 202-240 58 5 HEX

Ta = Temperatura de anelamento.
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A confirmacéo da amplificacdo dos produtos da PCR foi realizada a partir da
aplicacao de 3 yL da reagao em gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etideo
(10mg/mL) e visualizado em Transiluminador UVB LBT-20x20 STi Loccus
Biotecnologia. As imagens do gel foram obtidas com fotodocumentador L-Pix STi

Loccus Biotecnologia (Figura 3).

1500pb —»
500pb —»

100pb —»

Figura 3. Confirmacdo da amplificacdo do primer SPO3 em 19 individuos de S.
mombin. Gel de agarose 1,5%. Primeiro pogo com marcador Ladder 100pb.

Apos a confirmacgéo da amplificagdo, as amostras foram encaminhadas ao
Centro de Estudos do Genoma Humano e Células Tronco, Universidade de S&o
Paulo, Sdo Paulo (USP), para separacdo dos fragmentos em sequenciador
automatico modelo ABI 3730 (Applied Biosystems). A deteccdo automatizada dos
microssatélites foi possivel devido a presencga do fluorocromo ligado a extremidade 5’
do primer F. Esta técnica permite que mais de um loco seja analisado por corrida,
dessa forma, foram montados conjuntos duplex e multiplex de locos marcados com
fluorocromo diferente, conforme demonstrado na tabela 2. Foram utilizados trés

fluorocromos: FAM (emite fluorescéncia azul), HEX (verde) e NED (amarelo).

Tabela 2. Relac&o dos conjuntos duplex e multiplex utilizados nas amplificacdes dos
139 individuos de S. mombin

Conjunto multiplex 1 Conjunto duplex 1 Conjunto duplex 2
SPO12 (HEX) SPO3 (FAM) SPO21 (NED)
SPO18 (NED) SPO31 (NED) SPO40 (HEX)

SP0O22 (FAM)

A genotipagem foi realizada através da identificagdo do tamanho dos alelos
amplificados para cada microssatélite. A leitura no sequenciador automatico gerou
arquivos contendo os picos de eletroferogramas, que foram visualizados e analisados

com auxilio do programa computacional GeneMarker v. 2.6.3 Demo (Figura 4). A
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estimativa de tamanho dos fragmentos amplificados (alelos) foi realizada através da
comparacao dos picos gerados pelos primers com os picos do marcador padrdo
GeneScan 500 (35 a 500 pb) marcado com o fluorocromo ROX (vermelho). O
arredondamento dos tamanhos dos alelos foi realizado através do software AlleloBin
(Prasanth et al., 2006).

As informacdes do tamanho dos fragmentos foram utilizadas para montagem
da matriz com cada par de primer para cada individuo, que foi submetida a anélises

de diversidade e estrutura genética.
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Figura 4. Eletroferogramas gerados pela leitura em sequenciador automatico e
visualizados no programa GeneMarker. A) leitura do conjunto multiplex com
fluorocromos verde (HEX), azul (FAM) e preto (NED). B) individuo heterozigoto
apresentando dois picos com tamanhos diferentes para o loco SPO18. C) individuo
homozigoto, apresentando apenas um pico no loco SPO12.

Anélise dos dados

A diversidade genética das populacdes de S. mombin foi caracterizada quanto
ao numero de alelos e numero médio de alelos por locos (Na) e heterozigosidade
observada (Ho) e esperada em equilibrio de Hardy-Weinberg (He) e conteudo de
informacéo polimorfica (PIC). Também foi calculado o coeficiente de endogamia (f) de
acordo com o método de Weir e Cockerham (1984) para cada populacéo e para cada

loco. Este indice varia de -1 a +1, onde valores positivos indicam excesso de
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homozigotos e valores negativos, excesso de heterozigotos (Azevedo, 2007). Estas
analises foram realizadas com auxilio do software Power Marker v. 3.25 (Liu e Mouse,
2005).

Obteve-se a frequéncia dos alelos na espécie, por meio do software Power
Marker v. 3.25, sendo os graficos montados no Excel. A frequéncia de alelos por locos
dentro de cada populagéo foi obtida com auxilio do suplemento do Excel GenAlEx
6.5® (Peakall e Smouse, 2012). Os alelos foram classificados de acordo com sua
frequéncia e ocorréncia. Quanto a frequéncia, foram considerados raros os alelos que
possuiam frequéncia igual ou inferior a 0,05 e comuns os que possuiam frequéncia
superior a 0,05 (Sebbenn, 2003). Em relacdo a ocorréncia, os alelos foram
considerados como amplamente distribuidos se fossem encontrados em mais de 25%
das populacdes e de distribuicdo local caso fossem encontrados em menos de 25%
das populacdes analisadas (Sebbenn, 2003). Considerou-se exclusivos, os alelos que
ocorreram em apenas uma populacdo, independente da frequéncia. Para cada
populacao e para cada loco foram classificados os alelos raros e exclusivos. Para a
espécie foi feita a classificacdo proposta por Sebbenn (2003) quanto aos alelos raros
locais, raros amplamente distribuidos, comuns locais e comuns amplamente
distribuidos.

A Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) foi utilizada para inferir sobre a
estrutura genética das popula¢des por meio da decomposi¢ao total nas componentes
entre e dentro de populacdes. Esta analise foi realizada conforme Excoffier et al.
(1992) com auxilio do software Arlequim 3.01 (Excoffier et al., 2006).

O fluxo génico (Nm) foi obtido conforme Nei (1987) no programa PopGene
1.32 (Yeh et al., 1999), através da equacao: Nm = 0,25 (1 - Fst) / Fsr.

A matriz dos valores de distancia genética de Nei (1983) entre as populacées
gerada pelo programa Power Marker v.3.25, foi importada para o Genes (Cruz, 2013)
para a construcdo do dendrograma utilizando o método UPGMA (unweighted pair-
group method with arithmetic averages). Optou-se por este método de agrupamento,
devido ser o que melhor representou a variagdo genética em estudo, com base no
valor do coeficiente de correlagéo cofenética (CCC), estresse e distorgéo.

O programa “Structure” (Pritchard et al., 2000), baseado em estatistica
bayesiana foi utilizado para inferir o nUmero de grupos (k). Foram realizadas 20 (vinte)

corridas para cada valor de K (1 a 13), 200.000 “burn-ins” e 500.000 simulagdes de
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Monte Carlo de Cadeias de Markov (MCMC). Para definicdo do K mais provavel em
relacdo aos propostos foram utilizados os critérios propostos por Pritchard e Wen
(2004) e também o critério proposto por Evano et al. (2005), sendo os resultados
enviados para o site Structure Harvester (Earl, 2012).

Para verificar se havia correlagdo entre a similaridade genética e a distancia
geografica nas diferentes populacdes analisadas, foi realizado o teste de Mantel, com

10.000 permutacfes. Essa andlise foi executada no programa Genes (Cruz, 2013).
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RESULTADOS

Diversidade genéticade S. mombin

Os sete microssatélites utilizados em S. mombin amplificaram um total de 46
(quarenta e seis) alelos, com variacdo de 5 (cinco) (SPO3 e SP0O22) a 10 (dez)
(SPO12) e média de 6,6 alelos por loco. O PIC variou de 0,048 (SPO21) a 0,700
(SPO40) com média de 0,317. A He foi maior do que Ho para seis locos, com excecao
do loco SPO18, e apresentou médias de 0,335 e 0,300 respectivamente. O indice de
fixacdo foi positivo e diferente de 0 (zero), indicando maior nimero de homozigotos
nos locos e presenca de endogamia. Apenas o loco SPO18 apresentou valor negativo.

Tabela 01. Estimativa da diversidade genética de S. mombin, obtidas em sete locos
microssatélites

Locos N A PIC He Ho f

SPO3 134 5 0,185 0,193 0,164 0,153
SPO12 135 10 0,250 0,256 0,178 0,310
SPO18 126 6 0,294 0,316 0,350 -0,103
SPO21 124 5 0,048 0,048 0,024 0,495
SP0O22 137 7 0,470 0,500 0,445 0,111
SPO31 136 6 0,272 0,294 0,287 0,028
SPO40 99 7 0,700 0,742 0,646 0,134
Média 127,28 6,6 0,317 0,335 0,300 0,112

N = numero de individuos utilizados na analise, com excecao dos dados perdidos; A = NUmero
de alelos; He = Heterozigosidade esperada; Ho = Heterozigosidade observada; PIC =
Conteudo de informacao polimorfica; f = indice de fixagdo (endogamia).

A média de alelos encontrados por populacéo foi de 18,3, dentre as quais a
populacdo Céceres (CC) apresentou o maior numero de alelos (24). A He foi maior do
que a Ho nas populacbes Alta Floresta (AF), Caceres (CC), Porto Estrela (PE) e
Tangara da Serra (TS). A populacdo Apiacas (AP) apresentou maior He e Ho (0,486
e 0,833, respectivamente), enquanto a populacao Vila Bela (VB) apresentou a menor
He (0,199) e a populacdo Tangara da Serra (TS) a menor Ho (0,169). A maior
quantidade de heterozigotos, estimada pelo indice de fixagdo, foi encontrada em
Nobres (NB) e a maior quantidade de homozigotos na populacdo Tangara da Serra
(TS). Este resultado para TS é explicado também pelo menor valor de Ho As
populacdes PE e TS apresentaram maior taxa de endogamia em relacdo as demais

populacdes (Tabela 2).
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Tabela 2. Estimativa da diversidade genética de populacdes de S. mombin, obtidas
com sete locos microssatélites

Populacdes N A PIC He Ho f
AF 19 23 0,340 0,380 0,354 0,095
AP 7 17 0,368 0,486 0,833 -0,245
CcC 15 24 0,326 0,359 0,349 0,073
CL 14 21 0,305 0,375 0,500 -0,076
MR 18 20 0,279 0,314 0,344  -0,064
NB 8 15 0,465 0,211 0,298 -0,351
NA 18 16 0,482 0,251 0,284  -0,091
PE 15 17 0,228 0,263 0,227 0,187
TS 17 16 0,224 0,250 0,169 0,357
VB 8 14 0,174 0,199 0,235 -0,115

Espécie 139 46 0,317 0,335 0,300 0,112

N = numero de individuos utilizados na analise, com excecao dos dados perdidos; A = NUmero
de alelos; He = Heterozigosidade esperada; Ho = Heterozigosidade observada; PIC =
Conteudo de informacao polimorfica; f = indice de fixagcdo (endogamia). Populacdes = AF: Alta
Floresta; AP: Apiacas; CC: Céaceres; CL: Colider; MR: Marcelancia; NB: Nobres; NA: Nova
Bandeirantes; PE: Porto Estrela; TS: Tangara da Serra; VB: Vila Bela da Santissima Trindade.

Seis dos sete locos tiveram distribuigdo menos uniforme com maior frequéncia
de um alelo (Figura 5). O loco SPO40 apresentou distribuicdo mais uniforme dos
alelos, o que explica o maior PIC.

Na avaliacao da frequéncia alélica geral para as 10 (dez) popula¢ées, foram
encontrados 10 (dez) alelos raros locais, 13 (treze) alelos comuns locais e 23 (vinte e

trés) alelos comuns amplamente distribuidos.
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Figura 5. Distribuicdo da frequéncia alélica nos 7 (sete) locos microssatélites
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analisados nas 10 (dez) popula¢des naturais de S. mombin.

Dentre os locos analisados, o que apresentou maior niumero de alelos raros e

exclusivos foi o0 SPO12. O loco SPO21 apresentou o menor PIC (0,048), porém

agregou quatro alelos raros e trés exclusivos (Tabela 4).

Tabela 4. Alelos raros e exclusivos encontrados em cada loco microssatélite de S.

mombin
Locos Na Alelos raros Alelos exclusivos
SPO3 5 - 1
SPO12 10 7 5
SPO18 6 3 1
SP0O21 5 4 3
SP0O22 7 4 2
SPO31 6 2 2
SP0O40 7 2 2
Total 46 22 16
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Avaliando a frequéncia alélica por populagfes, foram encontrados 27 alelos
raros (frequéncia <0,05), distribuidos em 8 (oito) das 10 (dez) populacbes de S.
mombin analisadas. Em alguns casos o mesmo alelo era raro em populacdes
diferentes. A populacdo Caceres (CC) apresentou o maior numero de alelos raros
(Tabela 3).

Além dos alelos raros, foram encontrados 16 alelos exclusivos, ou seja, que
apareceram em apenas uma das 10 populacdes (Tabela 3). O fato do alelo ser raro
em uma populacdo, ndo significa que seja exclusivo ou vice-e-versa, uma vez que o
alelo pode ser encontrado em mais de uma populagéo, mas com baixa frequéncia, ou
pode ser encontrado em apenas uma populagéo, com frequéncia superior a 0,05. O

maior numero de alelos exclusivos foi encontrado na populacéo Alta Floresta (AF).

Tabela 3. Alelos raros e exclusivos encontrados nas populacdes de S. mombin para
0s 7 (sete) locos microssatélites

Populagées Alelos % Alelos Alelos % Alelos
raros raros exclusivos exclusivos

AF 6 20,01 4 17,39
AP - - 2 11,76
CcC 7 29,17 2 8,33
CL 3 14,28 3 14,28
MR 2 10,00 1 50
NB 2 13,33 - ]
NA 2 12,5 - ]
PE 3 17,65 3 17,65
TS 2 12,5 1 6,25
VB - ] ] )

Total 27 - 16 i

Estrutura genética de populacdes naturais de S. mombin

A analise de variancia molecular demonstrou que houve diferenciacdo
genética significativa (p<0,000) entre as populacdes e que 0 maior componente de
variacdo encontra-se dentro das populagbes (90,64%) (Tabela 5). A estimativa de
fluxo génico foi de 1,99 indicando que ndo h& isolamento genético entre as populacdes

e assim justificando o valor de Fst encontrado (0,0963).
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Tabela 5. Andalise de variancia molecular (AMOVA) das 10 (dez) populacdes de S.
mombin estudadas a partir de 7 (sete) marcadores microssatélites

Fonte de Variacao GL SQ Ccv VT (%) Valordep
Entre populacdes 9 31,686 0,112 9,36 <0.000
Dentro de populacdes 268 257,646 1,084 90,64

Total 277 289,332 1,196

Grau de Liberdade (GL), Soma dos Quadrados (SQ), Componente de Variancia (CV),
Variancia Total (VT) e p sdo as probabilidades de ter um componente de variancia maior
gue os valores observados ao acaso. As probabilidades foram calculadas por 1.023

permutacdes ao acaso. Fst= 0,0963.

O dendrograma UPGMA proporcionou a formacao de dois grupos, sendo o

primeiro grupo (GI) formado por 8 (oito) populagdes e o segundo grupo (Gll) por 2
(duas) populacdes. As populacdes Alta Floresta (AF) e Marcelandia (MR) ficaram

isoladas no GlI (Figura 6).

[ PE }—
TS \

VB |

cc
AP ‘
NB ‘ |

Gl =

NA |
_CL

ail { e ;

0 10 20 30 40 50
0 .01 .02 .04 .05 .07

60 70 80 90 100
.08 .09 M A2 A4

Figura 6. Dendrograma UPGMA, gerado a partir da matriz de distancia genética de
Nei (1983), com base nos dados de sete locos microssatélites para 10 (dez)
populacdes naturais de S. mombin. CCC = 0,78; Distorcdo = 3,79%; Estresse =

19,47%.

A analise bayesiana obtida pelo “Structure”, agrupou os 139 individuos de S.

mombin em 2 (dois) grupos (k = 2) (Figura 7).
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Deltak = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))
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Figura 7. Estimativa do numero de gruposK(K) a partir de 20 corridas independentes
para K = 1-13, que melhor se encaixa no conjunto de dados de S. mombin, conforme
Evanno et al. (2005).

A contribuicdo de cada populagao para os grupos gerados pelo “Structure”
pode ser verificada na figura 8. As populacdes Alta Floresta (AF) e Marcelandia (MR)
apresentaram maior contribuicdo do grupo vermelho e o restante das populacdes
apresentaram maior contribuicdo do grupo verde. Este agrupamento esta de acordo
com o dendrograma UPGMA, onde as populacdes Alta Floresta (AF) e Marcelandia
(MR) sdo mais similares geneticamente formando um grupo separado das demais
populacbes. Verifica-se que ha individuos das populacées Alta Floresta (AF) e
Marcelandia (MR), com maior contribui¢cdo para o grupo verde, assim como individuos
das outras populacdes apresentam contribuicdo maior para o grupo vermelho. Esta
estrutura demonstra que a variagcado genética entre as populacdes € menor do que

dentro das populacdes e concorda com o resultado da AMOVA.
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Figura 8. Analise de agrupamento e distribuicdo geografica dos agrupamentos
gerados pelo “Structure”. A) Cada populagéo esta representada por um gréfico, as
cores indicam a proporcdo de contribuicdo de cada populagdo para 0S grupos
formados no “Structure” (K = 2). B) Distribuicdo dos dois grupos genéticos gerados
pelo “Structure”. As linhas verticais ao longo do eixo x representam os individuos e os
segmentos coloridos ao longo do eixo y demonstram o coeficiente de associacdo de
cada individuo atribuido a cada um dos inferidos K. Verificar a codificacdo das
populacdes na figura 1.
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As populacdes mais similares geneticamente sdo Tangara da Serra (TS) e
Porto Estrela (PE) e as menos similares sdo Colider (CL) e Alta Floresta (AF).
Enquanto que as mais préximas geograficamente sdo Apiacas (AP) e Nova
Bandeirantes (NA) e as mais distantes sdo Vila Bela da Santissima Trindade (VB) e
Marcelandia (MR) (Tabela 6). Verifica-se, portanto, que a estrutura genética de S.
mombin ndo é determinada pela estrutura geogréafica, uma vez que as populacdes
mais similares geneticamente ndo sdo as mais proximas geograficamente. Este
resultado é suportado pelo teste de Mantel, que revelou correlacéo negativa (-0,158)
e nao significativa entre as matrizes de similaridade genética e distancia geogréfica.
Para ilustrar melhor este resultado, pode-se citar o exemplo da populacdo Alta
Floresta (AF) que nas andlises fica agrupada com a populacdo MR que esta mais
distante geograficamente do que as populacdes Apiacas (AP), Colider (CL) e Nova
Bandeirantes (NA).

Tabela 6. Matriz de distancia genética* de Nei (1983) e de distancias geogréaficas**
(Km) entre as 10 (dez) popula¢des naturais de S. mombin

AF AP CC CL MR NB NA PE TS VB

AF - 0.146 0.147 0.188 0.066 0.128 0.095 0.150 0.131 0.167
AP 154 ---  0.134 0.116 0.148 0.042 0.083 0.140 0.126 0.098
CC 705 718 ----0.107 0.146 0.096 0.101 0.093 0.098 0.105
CL 126 253 632 --- 0.168 0.079 0.112 0.164 0.156 0.093
MR 220 359 655 102 ----0.107 0.087 0.170 0.136 0.163
NB 528 570 225 432 439 ----0.058 0.105 0.100 0.069
NA 192 62 677 270 376 540 ----0.096 0.074 0.101
PE 650 674 68 570 588 157 630 ---- 0.040 0.068
TS 588 584 130 524 560 174 544 104 ---- 0.055

VB 714 680 261 685 733 403 620 298 231
*Distancia genética acima da diagonal. **Distancias geograficas, abaixo da diagonal.
Populacdes = AF: Alta Floresta; AP: Apiacas; CC: Caceres; CL: Colider; MR: Marcelancia;
NB: Nobres; NA: Nova Bandeirantes; PE: Porto Estrela; TS: Tangara da Serra; VB: Vila Bela
da Santissima Trindade.
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DISCUSSAO

Diversidade genéticade S. mombin

O numero médio de alelos por loco encontrado neste estudo foi superior ao
encontrado por Aguilar-Barajas et al. (2014) para os mesmos locos em 20 individuos
de S. mombin no México. Estes autores testaram a transferéncia dos primers SSR
desenvolvidos para Spondias radlkoferi em S. mombin e encontraram média de 6,4
alelos por locos, com variacéo de 5 (cinco) a 7 (sete) alelos por loco.

A heterozigosidade esperada e observada foram inferiores ao encontrado por
Aguilar-Barajas et al. (2014) para os mesmos locos. He e Ho também foram inferiores
ao encontrado por Silva et al. (2009) ao analisar por meio de isoenzimas, a diversidade
genética de quatro populacdes de S. mombin na Zona da Mata de Pernambuco.
Outros estudos de diversidade genética com base em marcadores microssatélites, em
espécies arboreas tropicais com predominancia de fecundacdo cruzada, também
demonstraram valores superiores de He e Ho (Carvalho et al., 2010; Vieira, 2014;
Varella et al., 2016).

A taxa de heterozigosidade menor encontrada para S. mombin em relacéo a
outras espécies arbdreas tropicais, pode estar relacionada com a fragmentacdo da
floresta e com a reducdo do tamanho das populacdes. Esses fatores podem afetar
processos genéticos como: deriva genética, fluxo de genes, selecao, sistemas de
reproducéo, além de causar isolamento reprodutivo, aumento da estrutura espacial
dentro da populacédo e consequentemente a perda de variabilidade genética (Young
et al., 1996; Carvalho et al., 2010). Todas as populacdes de S. mombin analisadas
neste estudo encontrava-se em areas com forte acdo antropica e fragmentadas,
sendo que alguns individuos localizavam-se isolados em uma matriz de pastagem ou
matriz urbana.

A frequéncia de heterozigotos na populagcdo também € uma medida de
diversidade (Nei, 1973), sendo que, um heterozigoto apresenta variabilidade devido
carregar 2 (dois) alelos diferentes no mesmo locos. Ho, foi superior a He em 6 (seis)
das 10 (dez) populagbes e quando Ho é maior que He, entende-se que ha mais
heterozigotos na populacédo do que o esperado pelo equilibrio de Hardy-Weinberg
(Gois et al., 2009).
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O valor do indice de fixacdo positivo nos locos indica maior quantidade de
homozigotos e presenca de endogamia, ainda que em baixa proporgédo. Quatro
populacdes apresentaram endogamia, expressa pelo valor positivo de f. A endogamia
€ consequéncia da redugdo do numero de individuos reprodutivos na populacao, que
induz a autofecundacéo e os cruzamentos entre individuos aparentados (Young et al.,
1996; Reis et al., 2011). Como S. mombin € uma espécie preferencialmente alogama,
com baixa taxa de autofecundacdo e com tendéncia a auto-incompatibilidade
(Carneiro e Martins, 2012; Oliveira et al., 2012), é pouco provavel que apenas a
autofecundacdo seja responsavel pela endogamia, podendo ser causada pelos
cruzamentos entre individuos aparentados ou por acasalamentos preferenciais.

Um dos fatores que pode favorecer o cruzamento entre individuos
aparentados e dessa forma, aumentar o nivel de endogamia e diminuir a quantidade
de heterozigotos, € a forma de dispersdo de sementes. A forma como as sementes
séo dispersas, pode favorecer a formacédo de uma estrutura genética espacial, com
individuos aparentados mais préximos (Sobierajski et a., 2006). Verificou-se durante
as coletas, que embaixo dos individuos havia grande quantidade de endocarpos, bem
como individuos jovens de S. mombin em um raio préximo. As cutias, antas, morcegos
e macacos sao considerados dispersores de sementes de S. mombin (Smythe, 1970;
Heithaus et al., 1975; Henry et al., 2000), porém nédo foram realizados estudos sobre
da distancia de dispersdo das sementes realizada por estes animais. Neste caso, se
eles consomem a polpa e deixam o endocarpo proximo a arvore mée e as sementes
germinam dando origem a um novo individuo, forma-se uma estrutura genética
espacial que possibilita o cruzamento entre individuos aparentados aumentando a
endogamia. Além disso, existe a possibilidade de sementes germinarem de frutos que
caem préximos a planta mée, sem a necessidade de um dispersor interferir no
processo.

Outro fator que pode contribuir € a polinizagdo ou os agentes polinizadores da
espécie. Turner et al. (1982) verificou que quando os polinizadores realizam a
polinizagéo preferencialmente em plantas vizinhas ou proximas, séo encontrados altos
niveis de endogamia, mesmo em plantas que apresentam auto-incompatibilidade. A
polinizacdo de S. mombin € realizada por pequenas abelhas, principalmente Apis
mellifera e Scaptotrigona tubiba (Oliveira et al., 2012; Carneiro e Martins, 2012). Este

tipo de abelha calcula gastos de energia para a coleta de recursos, dessa forma, opta
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por deslocamentos mais curtos em busca de economia energética (Bizotto e Santos,
2015). Dessa forma, os polinizadores podem preferir forragear plantas préximas para
nao elevar os gastos de energia, auxiliando assim na fecundacao entre individuos
aparentados.

A média do PIC demonstrou que os locos analisados foram mediamente
informativos, sendo 2 (dois) pouco informativos (PIC < 0,25), 4 (quatro) mediamente
informativos (PIC variando entre 0,25 e 0,50) e 1 (um) altamente informativo (PIC >
0,50), conforme a classificacao de Botstein et al. (1980). Apesar de ndo serem todos
altamente informativos, foi possivel, através destes locos, verificar a diversidade
genética de S. mombin e encontrar alelos raros e exclusivos.

As populacdes Caceres (CC) e Alta Floresta (AF) apresentaram a maior
guantidade de alelos raros e merecem mais atencdo quanto a conservacao, uma vez
que de acordo com Raposo et al. (2007), populacbes que apresentam maior
proporcdo de alelos raros sdo mais sensiveis a perda da diversidade genética
decorrente da deriva genética.

Sete populagbes apresentaram alelos exclusivos, sendo que a populacdo AF
agregou o maior numero deles. A presenca de alelos exclusivos pode indicar
populacdes e areas prioritarias para a conservacao, pois auxiliam na maximizagao da
protecdo da diversidade genética (Montagna et al., 2012). Sendo assim, a populacéo
AF é prioritaria para a conservagao, por apresentar maior niumero de alelos raros e
exclusivos.

A distribuicdo desuniforme dos alelos nos locos indica a presenca de alelos
comuns, amplamente distribuidos e compartilhados por todas as populages. A
maioria dos alelos encontrados em S. mombin, foi classificada como comuns e
amplamente dispersos. Também foram encontrados 13 alelos comuns com
distribuicdo local, esses alelos sdo importantes para a conservacao da espécie
porque, supostamente, sdo 0s que garantem a adaptacéo a ambientes especificos e
dessa forma, podem ter grande valor em casos de mudangas ambientais bruscas ou
mesmo como fonte de variabilidade genética para resisténcia ao ataque de pragas e
doencas (Sebbenn, 2003).
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Estrutura genética de popula¢gdes naturais de S. mombin

O maior componente de variagdo genética em S. mombin foi
intrapopulacional. Este resultado é similar ao encontrado por Silva et al. (2016) em um
estudo com 3 (trés) populagbes naturais de S. mombin usando marcadores
moleculares ISSR, onde a maior variagao estava dentro das populacdes. Os padrbes
de distribuicdo da variabilidade genética estao relacionados com o sistema reprodutivo
das espécies (Hamrick, 1982), sendo que espécies aldgamas possuem alta
diversidade genética dentro de populacbes e baixa diferenciacdo genética entre
populacdes (Hamrick e Godt, 1996). Dessa forma, este resultado era esperado para
a espécie, uma vez que S. mombin é preferencialmente alégama e apresenta
tendéncia a auto-incompatibilidade (Carneiro e Martins, 2012).

O dendrograma UPGMA demonstrou que as populacdes formaram 2 (dois)
grupos, um com as populacées MR e AF e outro contendo as demais populagdes. A
correlacdo cofenética mostrou uma associacdo de 78% (CCC = 0,78) entre as
distancias obtidas na matriz de dissimilaridade e a matriz cofenética. Segundo Rohlf
(1970), valores de CCC maiores que 0,70 refletem boa concordancia entre matrizes.
Os dados do dendrograma foram confirmados pelo agrupamento do Structure, onde
AF e MR novamente apresentaram-se no mesmo grupo.

A distancia geografica das popula¢fes néo esta relacionada com a similaridade
genética entre as mesmas, o que pbéde ser constatado por meio do teste de Mantel.
Este resultado é similar ao encontrado por Cota et al. (2017) em populacdes naturais
de Anacardium humile (Anacardiaceae) no cerrado de Minas Gerais, onde as
populacbes ndo apresentaram estruturacdo genética relacionada com padrdes
geograficos. Estes autores também encontraram niveis elevados de endogamia e
atribuiram a diferenciacdo genética entre as populacées a presenca de estrutura
genética intrapopulacional.

Apesar da auséncia de relacdo entre a estrutura genética e as distancias
geograficas para a espécie, a presenca de alelos exclusivos nas populacdes pode
indicar que esse processo de diferenciacdo estd em andamento e que o tempo e 0s
mecanismos evolutivos ainda nao foram suficientes para diferenciar as populacdes a
niveis geograficos, além disso, a espécie apresenta alelos com alta frequéncia, que

diminuem a diferenciacao entre as populagdes.
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O valor do fluxo génico revelou que as populacbes nédo estdo isoladas
geneticamente, uma vez que foi superior a 1 (um). De acordo com Wright (1931),
valores de Nm superiores a 1 (um) sdo suficientes para evitar a perda aleatoria de
alelos dentro da populacao. Porém, essa informacéo deve ser avaliada com cuidado,
uma vez que, devido a distancia elevada entre a maioria das populagdes o fluxo de
genes atual via pélen ou dispersédo de sementes € pouco provavel. Dessa forma, este
valor pode se referir ao fluxo génico historico entre as populacfes ao longo do tempo
e durante a dispersdo da espécie pelo estado, que ajudou a tornar as frequéncias

alélicas similares entre elas.

Implicacbes para conservacao

A conservacao da diversidade genética € uma preocupacédo fundamental na
biologia da conservacao, pois fornece matéria-prima para a mudanca evolutiva e,
portanto, € importante para manter a capacidade de uma populagdo responder e
adaptar-se as mudancas ambientais (Aguilar et al., 2008; Chaves et al., 2011). As
analises com base nos 7 (sete) locos microssatélites demonstraram que ha
diversidade genética entre as populacbes de S. mombin. A menor taxa de
heterozigotos encontrada na espécie, em relagdo a outras espécies tropicais com as
mesmas caracteristicas reprodutivas, indica que ela vem sofrendo perda de
variabilidade genética, uma vez que por ser alégama e preferencialmente auto-
incompativel, era esperado valor negativo para o indice de fixacao.

Os recursos genéticos de S. mombin sdo importantes e sua caracterizacao
pode dar suporte para sua exploracdo e conservacao (Silva et al., 2009). A
conservacdo dos recursos genéticos, tanto in situ quanto ex situ, exige estudos
genéticos para maximizar a eficiéncia no planejamento da conservacao,
especialmente quando se trata de espécies arbéreas (Clement et al.,, 2009). As
analises dos locos microssatélites demonstraram a existéncia de alelos exclusivos nas
populacdes de S. mombin que auxiliam na maximizacdo da protecao da diversidade
genética. Quando se identificam alelos raros e exclusivos na populagéo, estratégias
para a conservacao in situ e ex situ sao fundamentais para conservar e garantir a
manutencdo da variabilidade genética da espécie (Guidugli, 2011). Nesse sentido,

apesar de ser extremamente importante que todas as populacdes sejam conservadas
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por apresentarem alta diversidade intrapopulacional, Alta Floresta (AF) e Caceres
(CC) séo consideradas prioritarias para conservacao.
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CONCLUSAO

As populagbes de S. mombin do estado de Mato Grosso apresentam
diversidade genética e sdo fontes promissoras de recursos genéticos que podem ser
selecionados, coletados e propagados, tais como, os alelos comuns locais que
indicam adaptacdo a ambientes especificos.

A diversidade genética € maior a nivel intrapopulacional, dessa forma,
propdem-se a conservacdo in situ ou ex situ de individuos de cada uma das
populacées estudadas, a fim de possibilitar a manutencao da diversidade genética e
a conservacao efetiva de S. mombin.

As populacbes Alta Floresta (AF) e Caceres (CC) sao consideradas
prioritarias para a conservacao, por apresentarem maior quantidade de alelos raros e
exclusivos.

O conhecimento sobre a diversidade genética de S. mombin auxiliara na
implementacédo de estratégias de conservacao, pois revela como essa diversidade
esta distribuida no espaco e sinaliza como a perda da variabilidade genética vem

ocorrendo na espécie.
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5. CONCLUSOES GERAIS

A caracterizacdo morfoldgica da planta e do pélen auxiliardo na identificacéo
da espécie e em estudos de outras areas do conhecimento que necessitem de
informacdes morfoldgicas.

S. mombin é uma espécie andromonaica, apresenta xenogamia obrigatéria e
alta estabilidade e regularidade meidtica expressa pela alta viabilidade polinica
encontrada nos 2 (dois) métodos testados. Na avaliagédo da viabilidade polinica in vitro
de S. mombin recomenda-se a utilizacdo de meio de cultura liquido contendo 20% de
sacarose e 50 mg mL* &cido bérico com incubacédo de 24 a 36 horas em camara
B.O.D. com temperatura de 25 °C (£ 2 °C) e no escuro.

O conhecimento adquirido sobre técnicas de avaliacdo de aspectos
reprodutivos relacionados a fertilidade de S. mombin pode ser utilizado na implantacao
e manutencdo de pomares comerciais e em futuros programas de melhoramento,
principalmente para auxiliar na escolha de individuos adequados para a hibridacao,
seja ela inter ou intraespecifica.

As populacbes de S. mombin do estado de Mato Grosso apresentam
diversidade genética que pode ser selecionada, coletada e propagada, auxiliando
assim o processo de domesticacdo da espécie.

E necessario que as populacdes sejam conservadas in situ ou ex situ com a
intensdo de manter a variabilidade encontrada, visto que a perda de individuos diminui
a diversidade da espécie.

As populacbes Alta Floresta (AF) e Céaceres (CC) sao consideradas
prioritarias para a conservacao, por apresentarem a maior quantidade de alelos raros
e exclusivos, mas a efetividade da conservacao da espécie, serd alcancada com a
conservacao de individuos dentro de cada populacdo analisada, uma vez que a

diversidade genética € maior a nivel intrapopulacional.
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