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RESUMO

BATISTA, G. S. S. Diversidade genética em Spondias mombin L. na

regido Meio-Norte do Brasil 56p. Dissertacdo (Mestrado em Genética e
Melhoramento), UFPI, Teresina, 2019.

O caja (Spondias mombin L.) é uma fruta bastante apreciada por seu sabor e
propriedades nutricionais e medicinais. E explorada de forma extrativista e o
conhecimento e tecnologias disponiveis para a espécie ainda s&o escassos,
dificultando sua producdo em escala comercial. Assim, torna-se evidente a
necessidade de estudos de caracterizagcdo e conservacdo dos recursos genéticos da
espécie. Como estudos de caracteriza¢do genética sdo essenciais aos programas de
melhoramento e conservacao, neste trabalho avaliou-se a diversidade e estrutura
genética de 31 acessos de caja mantidos no Banco de Germoplasma da Embrapa
Meio-Norte (Teresina-Pl, Brasil) e dois acessos de porte ando através de marcadores
ISSR e marcadores morfolégicos. Para a caracterizacdo morfoldgica foram avaliados
cinco caracteres quantitativos do fruto e para a caracterizagdo molecular foram
utilizados 12 primers ISSR. Com base nos caracteres morfolégicos e moleculares,
verificou-se que ha variabilidade genética entre os acessos de caja analisados e que
a maior parte da variacdo genética total foi encontrada dentro das populacdes
(88,71%), que ja era o esperado pois a maioria das espécies do género Spondias &
preferencialmente alégama. Os cinco pontos de coleta nao constituiram
subpopulacdes isoladas reprodutivamente, evidenciado pelo moderado fluxo génico
(0,6268). Entre os acessos analisados, foi observada alta diversidade baseada nos
indices de diversidade de Nei (0,37) e Shannon (0,55). Os caracteres massa do fruto,
comprimento do fruto e massa de semente apresentaram maior contribuicdo para a
variacdo. Os acessos andes e o BGC-12 foram os mais divergentes e agregam
caracteristicas de importancia econémica, sendo recomendados para programas de
melhoramento genético de caja.

Palavras-chave: caja, recursos geneéticos, variabilidade, ISSR.



ABSTRACT

BATISTA, G. S. S. Genetic diversity in Spondias mombin L. in the Mid-North
region of Brazil. 56p. Dissertation (Master of Genetics and Breeding), UFPI, Teresina,
2019.

Yellow mombin (Spondias mombin L.) is a fruit very appreciated for its taste and
nutritional and medicinal properties. It is explored in an extractive way and the
knowledge and technologies available to the species are still scarce, making it difficult
to produce on a commercial scale. Thus, is evident the need for characterization and
conservation studies of the genetic resources of the species. As studies of genetic
characterization are essential to conservation and breeding programs, this work
evaluated the diversity and structure genetic of 31 yellow mombin accessions
maintained in the germplasm bank of Embrapa Meio-Norte (Teresina, Pl, Brazil), and
two dwarf-sized accessions by ISSR and morphological markers. For the
morphological characterization, five quantitative traits of the fruit were evaluated and
for the molecular characterization 12 ISSR primers were used. Based on the
morphological and molecular characteristics, it was verified that there is genetic
variability between the yellow mombin accessions analyzed and that most of the total
genetic variation was found within the populations(88.71%), which was already
expected since the majority of the species of the genus Spondias is preferably
allogamous. The five collection points did not constitute isolated subpopulations
reproductively, evidenced by the moderate gene flow (0.6268). Among the accessions,
high diversity was observed based on the Nei’s genetic diversity (0.37) and Shannon
(0.55) index. The fruit mass, fruit length and seed mass presented the greatest
contribution to the variation. The BGC-12 and the dwarf accessions were the most
divergent and added characteristics of economic importance, being recommended for
programs of genetic improvement of yellow mombin.

Key-words: Yellow mombin, genetic resources, variability, ISSR.
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1 INTRODUCAO

O Brasil ocupa a terceira colocacdo mundial na producéo de frutas, perdendo
apenas para China e india (SEBRAE, 2015). S6 na regido Nordeste, a fruticultura
abrange cerca de dois milhdes de hectares, com 90% de fruteiras perenes (BNB,
2018). Naregiao Norte e Nordeste, o caja ou tapereba (Spondias mombin L.) destaca-

se por ser uma fruta com crescente importancia econdémica.

O consumo do caja pode ser in natura devido a qualidade nutritiva, sabor e
aroma agradaveis (SANTOS et al., 2018) ou como alimento processado, por meio da
producao de sucos, geleias e sorvetes (REZENDE et al., 2018). Além disso, extratos
de partes de caja sdo usados na medicina popular no tratamento de varias doencas
(NWIDU et al., 2018).

Apesar do crescente potencial econdmico apresentado pela espécie, o
conhecimento e tecnologias disponiveis ainda sdo escassos, dificultando sua
producdo em escala comercial (SACRAMENTO; SOUZA, 2009) e, por isso, a
exploracdo dos frutos de caja € realizada de forma extrativista. Desse modo, torna-
se evidente a necessidade de estudos de caracterizacdo dos recursos genéticos da

espécie.

A avaliacdo da diversidade genética presente em uma espécie € um pre-
requisito para o desenvolvimento de programas de conservacao sustentavel
(BUHROO et al., 2018). Os bancos de germoplasma séo ferramentas importantes de
conservacao e fontes de diversidade genética para programas de melhoramento.
Dessa forma, € importante um estudo de caracterizagdo de genétipos presentes ou a
serem introduzidos nos bancos, para que o maximo da variabilidade genética seja

conservada com o minimo de redundancia e duplicagéo.

Marcadores genéticos sdo importantes no campo de conservacao de recursos
genéticos de plantas. Marcadores morfolégicos podem distinguir visualmente
caracteres de importancia agronémica de acessos de uma mesma espécie, permitindo
diferencia-los e estimar a variabilidade genética existente (NADEEN et al., 2017;
PUERTA; PEREZ, 2018). Entretanto, através dos avangos da biologia molecular,
tornou-se possivel a avaliacdo da diversidade genética diretamente ao nivel de DNA,
com a obtencdo de um numero ilimitado de marcadores cobrindo todo o genoma
(LIMA, E. et al., 2015).
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Diversos estudos realizados com marcadores ISSR e marcadores morfologicos
demonstraram a eficiéncia dessas ferramentas na analise da variabilidade genética
em populacdes de caja (SILVA et al., 2017a; SILVA et al., 2017b; FREITAS et al.,
2018; MARQUES et al., 2018).

A andlise das relacdes genéticas e da variabilidade existente entre os genotipos
possibilita tracar estratégias de manejo e conservacdo. Na Embrapa Meio-Norte ha
um Banco Ativo de Germoplasma (BAG) de fruteiras, onde estdo presentes acessos
de caja coletados na regido Meio-Norte do Brasil, em que conhecimento acerca da
variabilidade existente ainda é incipiente. Com base nisso, o objetivo do presente
estudo foi caracterizar, por meio de marcadores moleculares ISSR e morfolégicos do

fruto, acessos de cajazeiras da regido Meio-Norte do Brasil.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Género Spondias

Pertencente a familia Anacardiaceae, o0 género Spondias € amplamente
distribuido nos neotropicos. Foi o primeiro género da familia a ser descrito por Lineu,
com a espécie S. mombin sendo publicada em 1953 (MITCHELL; DALY, 2015). No
Brasil, hd a ocorréncia de 6 das 18 espécies descritas, espalhadas por todo o territorio,
com ampla ocorréncia na regido Norte-Nordeste (SANTOS et al., 2017).

O género Spondias compreende espécies de fruteiras tropicais, exploradas por
meio da agricultura familiar e comercializadas localmente (REZENDE et al., 2018).
Dentre as espécies com importancia econémica, destacam-se S. mombin (caja), S.
cytherea Sonn. (cajarana), S. tuberosa Arr. Cam. (umbu), S. purpurea L. (siriguela),
Spondia sp. (umbu-caja e umbuguela). A presenca de supostos hibridos e espécies
com pouca diferenciacdo morfoldégica fazem com que a taxonomia do género nao seja
precisa (SILVA, J. et al., 2015). Os frutos desse género sédo bastante populares e
empregados pela induUstria alimenticia por apresentar boa aparéncia e sabor
agradavel, além de ser uma boa fonte de nutrientes (LIMA; OLIVEIRA; BRITO, 2016).

As espécies desse género apresentam varios bioativos que sdo utilizados em
medicamentos para o tratamento de numerosas doencas, incluindo dor de estbmago,
anemia, disenteria e infeccbes (SAMEH et al., 2018). Com o0 aumento da
comercializagdo, despertou-se o interesse e a necessidade da melhoria de seus
produtos bem como estudos etnoboténicos em busca de principios ativos com

potencial farmacoldgico (SILVA et al., 2018).
2.2 Spondias mombin - Caja

S. mombin € uma espécie frutifera de habito arbéreo, podendo atingir cerca de
25 metros. No Brasil, apresenta ampla distribuicdo nas regides Norte, Nordeste,
Sudeste e Centro-Oeste, sendo a Amazonia e a Mata Atlantica os provaveis pontos
de dispersao da espécie (SOUZA et al., 2000). A espécie também € encontrada nas
regiBes tropicais da Africa e da Asia (SAMPAIO et al., 2018).

E uma espécie ainda em domesticacédo, que apresenta folha caducas e um
tronco que apresenta uma casca rugosa e grossa (SOUZA et al., 2006). Seus frutos

sao do tipo drupa, com comprimento de 3 a 4 cm, formato ovoide, polpa fina, cor


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/hybrids
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amarelo-alaranjada e sabor &cido (LOURENCO et al., 2018), apresentando
composicdo média de 51% para a polpa, 33% para as sementes e 16% de casca
(ANDRADE et al., 2018).

O caja é uma fruta rica em carotenoides, acucar e vitaminas A e C
(GONCALVES, N. et al., 2018). Devido aos elevados teores de ferro e zinco € um bom
agente antianémico e antidiabético (ESUA et al., 2016). Além dos frutos, as folhas séo
ricas em fitoquimicos, vitaminas e minerais essenciais que podem constituir uma fonte
de alimentos e drogas (NJOKU; AKUMEFULA, 2007).

A cajazeira pode ser propagada sexuadamente (por sementes) e de forma
assexuada. A propagacao via seminifera é lenta e ndo uniforme, podendo chegar aos
dois anos (MARTINS et al., 2019), o que leva a um prolongamento no tempo para a
frutificacdo (SILVA, C. et al., 2015), mas apresenta a vantagem de aumentar a
variabilidade genética, sendo vantajosa ao melhoramento genético. Porém, a
propagacdo vegetativa do caja permite que o patrimbnio genético da planta-mae
esteja no clone, além da diminuicdo no estagio juvenil e tempo para frutificacao
(SACRAMENTO; SOUZA, 2009), sendo mais vantajosa para a implementacao de

pomares comerciais.
2.3 Importéncia socioecondémica

O caja é explorado em pomares domeésticos ou mal conduzidos, tendo o
aumento de sua comercializacdo devido o facil acesso (SANTOS et al., 2018). O
conhecimento da cadeia produtiva da espécie ainda é incipiente, havendo dificuldade
na elaboracdo de um sistema de producdao (SOUZA; COSTA; LIMA, 2006). Nas
regides Norte e Nordeste, por ser uma das frutas nativas mais apreciadas, apresenta

grande importancia socioeconémica (SILVA et al., 2017a).

Seus frutos sdo vendidos no acostamento de estradas, em feira de pequenos
produtores e em redes de supermercados. Além do fruto, a sua madeira também
apresenta interesse comercial, sendo usada na fabricacéo de caixas (SACRAMENTO;
SOUZA, 2009).

Na medicina tradicional, a casca do caule, folhas e raizes, tém sido usadas
como fitoterapicos para o tratamento de varias enfermidades. Ha evidéncias

preliminares de atividades hepato-protetoras e antioxidante em extratos da folha e do
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caule (NWIDU et al., 2018). Compostos isolados de extrato da casca do caule de caja
sdo agentes nefrotoxicos, anti-inflamatérios e antioxidantes naturais (OSUNTOKUN
et al., 2017)

O extrato das folhas apresenta atividade antimicrobiana e também moduladora
de antibidticos (SILVA et al., 2014). E também podem ser utilizados como pesticida
contra o Aedes aegypti (AJAEGBU et al.,, 2016). Além disso, detectou-se trés
compostos candidatos ao desenvolvimento de novos farmacos para doengcas como o
Alzheimer (ELUFIOYE et al., 2017). O extrato hidroetandlico produziu efeitos
ansioliticos e antidepressivos (SAMPAIO et al., 2018).

2.4 Caracterizacdo molecular e marcadores ISSR

Os marcadores moleculares séo regides no DNA que propiciam a identificacao
genética entre dois ou mais organismos e sdo herdados geneticamente (SCHNEIDER
et al., 2018). Tais marcadores detectam a variabilidade genética com base no
polimorfismo encontrado na sequéncia de DNA dos individuos (GROVER; SHARMA,
2014). Mutacdes pontuais do tipo insercao, delecéo e duplicacdo sédo a base desses
polimorfismos (NADEEM et al., 2017).

Nas ultimas décadas, os marcadores moleculares foram Uteis em estudos de
diversidade genética, conservacdo, estudos filogenéticos, marcacdo de genes,
mapeamento do genoma e biologia evolutiva (ECHEVERRIGARAY et al., 2016). Na
estimativa de diversidade genética, os marcadores moleculares sdo aplicados para
aumentar a compreensao da distribuicdo e extensdo da variacdo genética dentro e
entre as espécies (MONDINI; NOORANI; PAGNOTTA, 2009)

As técnicas moleculares podem ser ferramentas Uteis na caracterizacao de
genotipos presentes em bancos de germoplasma, subsidiando programas de
melhoramento, além de auxiliar na conservacdo da variabilidade genética entre
plantas de uma mesma espécie (YAMAMOTO et al., 2017).

Os marcadores moleculares ndo sofrem influéncia ambiental, ndo dependem
do estagio de desenvolvimento e nem da expressdo de um determinado fenétipo
(SOUZA, 2015). Devido a tais caracteristicas, as técnicas moleculares aceleram a
analise e selecdo de genotipos de interesse, principalmente no caso de espécies
perenes (SILVA et al., 2017b).
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Dentre os marcadores, destacam-se os baseados em regifes presentes entre
sequéncias simples repetidas, os ISSR (Inter Simples Sequence Repeat). Os ISSR
sao reprodutiveis, simples, baratos e rapidos, além de nado exigir o conhecimento
prévio do genoma estudado (BARUAH et al., 2017). A alta reprodutibilidade desses
marcadores deve-se ao comprimento do primer e a alta especificidade alcancada pela
temperatura de anelamento (MENGXUE et al., 2018), dificultando um pareamento
inespecifico com o DNA molde devido ao maior niumero de ligacdes entre 0s
nucleotideos durante o anelamento. Por serem baseados a partir de regides que
contém microssatélites e devido a abundéancia dessas, é possivel analisar um grande
namero de locos polimérficos, mesmo em gendtipos altamente relacionados
(BUHROO et al., 2018).

Para o género Spondias, foram realizados estudos de diversidade genética por
meio de marcadores moleculares (SANTOS; RODRIGUES; ZUCCHI, 2008;
SANTANA et al., 2011; YAMAMOTO et al., 2017). Enquanto que para S. mombin,
estudos de caracterizacdo molecular ja& foram realizados com marcadores
isoenzimaticos (SILVA; MARTINS; OLIVEIRA, 2009), marcadores RAPD (LIMA et al.,
2011; GOIS et al., 2014) e marcadores ISSR (SILVA et al., 2017b).

S. mombin apresenta valor econdmico, havendo a necessidade do
desenvolvimento de estratégias para a conservacdo da variabilidade genética,
evitando perdas genéticas e promovendo perspectivas de ganhos com o
melhoramento. Uma caracterizacdo baseada em marcadores moleculares podera
ampliar o conhecimento da diversidade dessa espécie e subsidiar programas de

melhoramento genético.
2.5 Caracterizacdo Morfolégica

A exploracéo intensa, o uso pelo agronegocio e a ocupacéo urbana sao causas
da perda na diversidade de espécies arboreas (RIBEIRO et al., 2016). Uma forma de
conservar 0s recursos genéticos é por meio dos bancos de germoplasma. Para uma
conservacao efetiva, um banco deve guardar uma variabilidade minima que possa
representar uma espécie, contendo um numero satisfatério de individuos
(GONCALVES, M. et al., 2018).

A analise de diversidade genética de um banco de germoplasma é primordial

para a selecéo de gendtipos mais promissores, tanto para o cultivo como para a efetiva
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conservagao desse material (OLIVEIRA et al., 2017). Essa identificagdo possibilita
mensurar a dissimilaridade existente de gendtipos contrastantes permitindo a

exploracdo da heterose ou vigor hibrido (GRIGOLO et al., 2018).

O estudo da variabilidade genética, por meio de marcadores morfoldgicos, €
importante para distinguir espécies de plantas e até mesmo variagbes dentro da
mesma espécie, com a vantagem de ser simples e pouco onerosa (PRAJAPATI et al.,
2018). A analise de diversidade morfologica pode incluir caracteristicas de importancia
para o germoplasma, como tipo de gréos, habito de crescimento ou caracteres fisicos
do fruto (cor, tamanho e forma) assim como os constituintes fisico-quimico na polpa

gue interessam ao consumidor (DUTRA et al., 2017).

Foram realizados estudos com marcadores morfol6gicos de frutos em espécies
do género Spondias (LIMA, M. et al., 2015; ASTUDILLO et al., 2017; YAMAMOTO et
al., 2017), assim como na caracterizacdo de frutos de S. mombin baseados em
marcadores morfolégicos (PINTO et al., 2003; SILVA et al., 2014; SILVA et al., 2017a)

A partir dos caracteres morfologicos do fruto, podemos destacar caracteristicas
agrondmicas de interesse nos genotipos estudados. Assim, devido ao aumento do
consumo de frutos de cajazeira e a escassez de pomares comerciais, a
disponibilizacdo de estudos de caracterizacao de frutos poderéo levar a identificacéo
de genotipos promissores para serem utilizados em programas de melhoramento

genético.
2.6 Andlise de Componentes Principais

A andlise de componentes principais (ACP) € um dos pilares da analise de
dados moderna. Foiformulada primeiramente por Pearson (1901), enquanto Hotelling
(1933) desenvolveu a ACP utilizada atualmente. A partir dessa reformulacéo, passou
a ser redescoberta em campos cientificos diversos (WOLD; ESBENSEN; GELADI,
1987), porém apenas quando os computadores se tornaram amplamente disponiveis,
€ que foi viavel usa-los em conjunto com grandes quantidades de dados (JOLLIFFE;
CADIMA, 2016).

A ACP é uma analise multivariada, assim, possibilita analise de um grande
namero de dados disponiveis. Consiste principalmente na transformacdo de um

conjunto de caracteres em um novo conjunto, onde cada nova variavel serd uma
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combinagao linear dos originais (BOUROCHE; SAPORTA, 1982), que sao
classificadas em ordem decrescente de variagao explicada (MOITA-NETO, 1998).

Seu uso em estudos de diversidade reside na possibilidade de resumir o
conjunto de variaveis originais em componentes principais, onde o comportamento
dos gendtipos explicados em um espaco v-dimensional (v = variaveis), podera ser
explicado em um espaco bi ou tridimensional (CRUZ; FERREIRA; PESSONI, 2011).
Tal reducéo esta baseada na identificacdo dos componentes principais nos quais a
variacdo é maxima (RINGNER, 2008), onde a principal vantagem da ACP ¢ manter o
méaximo de informacdo em um menor numero de componentes principais (SILVA;
SBRISSIA, 2010)

Por meio da ACP também € possivel avaliar a importancia de cada variavel
original utilizada sobre a variacdo total. Pois as variaveis que apresentarem maior
peso dentro da combinacéo linear nos primeiros componentes principais, Sdo as mais
importantes estatisticamente (MOITA-NETO, 1998). Os caracteres que apresentam
pouquissima contribuicdo para a variacdo podem ser descartados, reduzindo mao-de-
obra, tempo e custo do experimento.

Varios estudos de diversidade genética foram realizados baseados em
marcadores morfolégicos utilizando a analise de componentes principais (GALATE et
al., 2012; VARGAS et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2015). Para S. mombin h& também
trabalhos realizados com a utilizacdo de ACP para estudos de diversidade genética
(PINTO et al., 2003; SILVA et al., 2017a).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal

Foram utilizados 33 acessos de caja, sendo 31 provenientes do Banco Ativo de
Germoplasma (BAG) da Embrapa Meio-Norte, localizado em Teresina-PI, coletados
em cinco cidades do Piaui (Altos, Demerval Lob&o, Eliseu Martins, Itaueira e Teresina)
e em uma cidade do Maranh&o (Timon); e mais dois acessos de porte ando coletados

em uma propriedade rural do municipio de Teresina (Figura 1).

ltaueira

Eliseu Martins
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Escala: 1:50.000.000 I

Figura 1 - Localiza¢&o dos pontos de coleta de S. mombin da regido Meio-Norte do Brasil (MA e PI).

Os acessos foram caracterizados molecular e morfologicamente (Tabela 1).
Para a caracterizacdo morfoagrondémica foram utilizados 19 acessos com dados
coletados nos anos de 2010 a 2014, enquanto que na caracterizacdo molecular

analisou-se 28 acessos.
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Tabela 1 — Relacdo dos acessos de S. mombin estudados, locais de coleta, presenca do BAG,
submetidos a caracterizacdo morfolégica e molecular.

Acesso Locais de
Coleta
BGC 01 &2 Itaueira — PI

BGC 0232, BGC 03423 ¢ BGC 13423 Timon — MA

BGC 04123 BGC 05123 e BGC 0612 Altos — PI

BGC 08(1.2) Eliseu
Martins — Pl

BGC 07423, BGC 09%:3, BGC 10%23),  Teresina — PI
BGC 11123 BGC 12(123), BGC 14(1:23),

BGC 15123 BGC 1713, BGC 1813,

BGC 1913 BGC 203, BGC 21(+3),

BGC 22123 BGC 231:23), BGC 24(13),

BGC 25(:3, BGC 26(:23), BGC 27(3),

BGC 28(1:3), BGC 29423 BGC 3012,

P1® e P8C)

BGC 3113 e BGC 32(13) Demerval
Lobéo

1. Presentes no BAG da Embrapa Meio-Norte. 2: Caracterizagdo morfolégica. 3: Caracterizagao
molecular.

3.2 Extracdo de DNA e amplificacdo de ISSR

Folhas jovens foram coletadas, armazenadas em isopor com gelo,
transportadas para o Laboratério de Biologia Molecular da Embrapa Meio-Norte e
posteriormente estocadas a -20 °C. O DNA gendmico total foi extraido por Lima et al.
(2011) a partir de 100 mg de folhas por meio de Kit Comercial DNeasy Plant Mini da
QIAGEN, seguindo o protocolo sugerido pelo fabricante. Apés a extragdo, o DNA foi

ressuspenso em tampao TE e mantido a -20 °C.

O DNA extraido foi quantificado em gel de agarose a 0,8% em tampéo TBE
0,5X (0,0445M Tris; 0,0445M Acido Bérico; 0,001M EDTA; Ph 8,0), por meio de
eletroforese a 50 Volts durante uma hora e corado com GelRed (Biotium). O gel foi
submetido a luz ultravioleta para estimar a concentragdo de DNA por pl comparando-

se com um DNA A de 20ng/ul (Invitrogen).

Analisou-se, também, a concentracdo e a pureza do DNA por meio de

espectrofotometria em Nanodrop 2000 (Thermo Scientific). Ap6s a quantificacéo, as



22

amostras de DNA foram diluidas em agua ultrapura autoclavada, padronizadas para

uma concentragédo de 7ng/pl e armazenadas a -20 °C.

Para a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foram testados 50 primers
desenvolvidos pela University British of Columbia (UBC) em quatro individuos
selecionados aleatoriamente. Selecionou-se 0S primers que geraram um maior

numero de locos polimérficos e com boa resolucdo das bandas.

As reagbes da PCR foram realizadas em Termociclador 2720 Thermal Cycler
(Applied Biosystems) conforme 0s seguintes parametros: um passo inicial de
desnaturacdo a 94 °C durante 1 minuto, seguido de 40 ciclos a 94 °C durante 40
segundos, anelamento com temperatura variavel para cada primer por 45 segundos,

a 72 °C por 2 minutos e por 7 minutos a 72 °C de um ciclo de extensao final.

As reacdes de amplificacdo continham: tampéo 1X [20 Mm Tris HCI, Ph 8,0; 0,1
Mm EDTA; 1 Mm EDTA; 1 Mm DTT; 50% (v/v) glicerol], MgCI2 a 2,0 Mm, 0,8 Mm de
Dntp, 0,8 Mm de primer, 1 U de Tag DNA polimerase (Invitrogen), 1 ul de DNA

gendmico (7 ng/ul) e de agua ultrapura, em um volume final de 10 pl.

Os produtos da PCR foram analisados em géis de agarose a 1,5% com tampéo
TBE 0,5X (0,0445M Tris; 0,0445M Acido Borico; 0,001M EDTA; Ph 8,0), por meio de
eletroforese submetida a 110V durante 4 horas, corados com GelRed e visualizados
sob luz ultravioleta. Os tamanhos de produtos de amplificacdo foram identificados
guanto ao peso molecular e, para a diferenciagéo do padréo de bandas, utilizou-se os
marcadores de 100bp e 1Kb (KASVI)

3.3 Andlise dos dados moleculares

A partir dos fragmentos amplificados, construiu-se uma matriz binaria onde a
presenca e auséncia da banda foram representadas, respectivamente, por 1 e O.
Considerou-se apenas as bandas que apresentaram maior intensidade e melhor

resolugéo.

Por meio da matriz binéria foi obtida a matriz de distancias utilizando o
coeficiente de similaridade genética de Jaccard para a construcdo de um
dendrograma pelo método de agrupamento UPGMA (Unweighted Pair Group Method
with Arithmetic Mean — Método de Grupo de Pares por Médias Aritméticas nao
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Ponderadas) com auxilio da plataforma estatistica R (R CORE TEAM, 2017),

utilizando o pacote “pvclust”.

Os parametros de diversidade genética foram estimados a partir do programa
POPGENE v. 1.32 (YEH, YANG e BOYLE, 1999), sendo eles: percentual de locos
polimérficos, indice de diversidade de Nei (H) (NEI, 1987), indice de diversidade de
Shannon (I) (LEWONTIN, 1972), numero de migrantes (Nm) a partir da estimativa de
Gst e agrupamento das populagdes pelo método UPGMA baseado na distancia
genética de Nei (1972). A distribuicdo da variabilidade genética entre e dentro das
populacbes foi estimada por meio da andlise de variancia molecular (AMOVA)
utilizando o programa ARLEQUIN v. 3.5.1.2 (EXCOFFIER; LISCHER, 2010).

A andlise de estruturacdo populacional foi obtida utilizando-se o programa
Structure v. 2.3.4 (PRITCHARD; STEPHENS; DONNELLY, 2000). Adotou-se o
modelo de mistura com frequéncias alélicas correlacionadas, de modo que foram
realizadas 10 corridas independentes para cada valor de K, que variou de 1 a 10; com
1.000.000 de simula¢des em MCMC (Markov Chain Monte Carlo) e 500.000 geracfes
burnin. O K mais provavel foi determinado através dos valores de AK conforme a
metodologia de Evanno, Regnaut e Goudet (2005) obtidos no Structure Harvester v.
0.6.9 (EARL; VONHOLDT, 2012) e por meio do método da entropia cruzada
(FRICHOT; FRANCOIS, 2015).

3.4 Caracterizacdo morfoldgica

A caracterizacdo dos frutos foi realizada no Laboratério de Pés-colheita da
Embrapa Meio-Norte, Teresina-Pl, no periodo de 2010 a 2014. Foram analisados 10
frutos de cada acesso em cada ano, através de cinco caracteres morfolégicos: massa
do fruto (MF); massa da casca (MC) e massa da semente (MS) em gramas, utilizando-
se balanca de precisédo; e comprimento do fruto (CF) e diametro do fruto (DF) em

milimetros, com auxilio de paquimetro.
3.5 Anélise dos dados morfoldgicos

Para verificar a presenca de variacdo fenotipica entre os genoétipos observando
cada caracteristica, inicialmente foram realizadas Andlises de Variancia (ANAVA)

individuais (por ano), considerando o modelo estatistico:

Yij=m+gi+ri+e;
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Em que:

Yij : Observacao do carater em questdo considerando o genatipo i na repeticao j;
m : média geral,

gi : efeito do genatipo i;

ri: efeito da repeticao j;

eij: erro aleatorio.

Em seguida, foi realizada uma analise de variancia conjunta para cada carater

considerando todos os anos de avaliacdo:
Yik = m + gi + rik) + ak + gaik + €ijk
Em que:

Yijk: Observacdo do carater em questdo considerando o gendtipo i na repeticdo j no

ano k;

m: média geral;

gi: efeito do gendtipo i;

ri): efeito da repeticéo j no ano k;

ax: efeito do ano k;

gaik: efeito da interacdo entre o gendtipo i e 0 ano k
eijk: erro aleatorio.

Para estimar as distancias entre 0s genotipos, foi usada a distancia euclidiana
considerando as médias das caracteristicas entre 0os anos avaliados. As relacdes
genéticas entre os acessos analisados foram visualizadas em um dendrograma obtido
pelo método UPGMA. A consisténcia dos ramos formados foi testada por 10000
simulacdes bootstrap e foi aplicada a correlacdo cofenética para verificar o grau de

ajuste entre os dendrogramas obtidos e as matrizes de distancia calculadas.

Efetuou-se a analise de componentes principais visando verificar a distribui¢cao
entre os genoétipos e a importancia relativa de cada carater. Com base nas
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informacdes de passaporte de cada acesso (Anexo A), a estruturacdo morfolégica foi
testada por meio da Analise Discriminante sob Componentes Principais (ADCP).

Todas essas analises foram realizadas através da plataforma estatistica R (R

CORE TEAM, 2017), utilizando os pacotes: “ape”, "adegenet”, “factoextra”, “pvclust”.
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4.1 Caracterizacdo Molecular
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Foram selecionados 12 primers que geraram bandas polimorficas e com boa

resolucdo e que foram polimorficos. A partir desses primers foram gerados 161

fragmentos, dos quais 142 foram polimorficos (88,75%). O primer UBC-842 gerou 0

maior numero de locos polimérficos, enquanto os primers UBC-808 e UBC-856

forneceram o menor nimero (Tabela 2).

Tabela 2 — Primers utilizados, sequéncia, temperatura de anelamento, nimero de locos obtidos, locos
polimérficos e porcentagem de polimorfismo em acessos de S. mombin, obtidos a partir de 142
marcadores ISSR polimérficos.

Primer Sequéncia 5’-3’ Ta Total de Locos Polimorfismo
(°C) Locos polimérficos (%)

UBC 807 (AG)sT 48 11 11 100,00
UBC 808 (AG)sC 50 8 8 100,00
UBC 810 (GA)sT 48 16 14 87,50
UBC 811 (GA)sC 50 13 10 73,92
UBC 826 (AC)sC 55 16 16 100,00
UBC 827 (AC)sG 54 13 09 69,23
UBC 836 (AG)sYA 54 13 12 93,30
UBC 842 (GA)sYG 52 18 17 94,44
UBC 856 (AC)sYA 55 10 08 80,00
UBC 857 (AC)sYG 53 12 12 100,00
UBC 890 VHV (GT)7 55 15 12 80,00
UBC 891 HVH (TG)7 54 15 13 86,66

Média 13,41 11,83 88,75

Total 161 142

Ta: Temperatura de anelamento. A: adenina; T: timina; G: guanina; C: Citosina; Y: Cou T; V: A, G ou

C;H: A CouG.

Os padrdes de bandas obtidos, usando-se o primer UBC 810, sdo mostrados

na Figura 2.
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Figura 2 — Pefrfil eletroforético obtido da amplificagcdo do DNA de 15 acessos de S. mombin do Banco
de Germoplasma da Embrapa Meio-Norte com o primer UBC 810. 1Kb = Marcador molecular de 1 kb.
CN: controle negativo.

Os valores das distancias genéticas obtidas a partir do coeficiente de
similaridade genética de Jaccard entre os 28 acessos (Anexo B) variaram de 0,27
entre 0os acessos BGC-27 e BGC-28 (Teresina) a 0,84 entre os acessos P8 (porte
ando) e BGC 25 (Teresina).

Adotando-se a distancia média (0,52) como ponto de corte, houve a formacao
de cinco grupos correspondentes as populacbes de cajazeiras (Figura 3). O
coeficiente de correlacdo cofenética (r = 0,88) demonstrou boa correlacao entre os
grupos obtidos pelo dendrograma e as distancias reveladas pela matriz de distancia
genética.

Os gendtipos ndo se agruparam de acordo com os locais de coleta, indicando
que a distribuicdo geografica pode ndo ser o principal fator que caracterizou a
estrutura populacional. Dos cinco grupos formados, quatro sdo compostos por
genatipos isolados (P1, P8, BGC-04 e BGC-14). O Grupo V, foi composto pela maioria
dos genotipos (86,66%), tendo representantes das populagbes de Teresina, Timon,
Demerval Lob&o e Altos.
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Figura 3 — Dendrograma gerado utilizando-se o método de agrupamento UPGMA, a partir da distancia obtida por meio do coeficiente de similaridade genética

de Jaccard, de 28 acessos de S. mombin, obtido a partir de 142 marcadores ISSR, por meio de 12 primers.
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O maior percentual de locos polimérficos foi encontrado na populacdo de
Teresina (93,17%) e o menor na populagdo do municipio de Demerval Lobao
(26,71%), porém foi de 99,39% no nivel de espécie. O indice de diversidade de Nei
(H) variou de 0,13 a 0,35. O indice de Shannon () oscilou de 0,18 a 0,51. As médias
dos indices de diversidade genética para todos os acessos foram H = 0,37 e | = 0,55
(Tabela 3). A anélise de numero de migrantes (Nm) indicou a ocorréncia de 0,6268

migrantes por geracao, sugerindo um moderado fluxo génico entre as populacoes.

Tabela 3 — Estimativas de diversidade genética, nimero de migrantes e diferencia¢do genética de cinco
populacdes de S. mombin.

POPULACAO H I LP PLP (%) Nm

Timon — MA 0,16 0,22 52 32,20

Altos — Pl 0,19 0,27 64 39,75

Teresina — PI 0,35 0,51 150 93,17

Demerval Lobao — PI 0,13 0,18 43 26,71

Teresina Andes — Pl 0,22 0,30 71 44,10

Todas as populacdes 0,37 0,55 160 99,39 0,6268

H = indice de diversidade de Nei; | = indice de diversidade de Shannon; LP = nlimero de locos

polimérficos; PLP = percentual de locos polimérficos; Nm = nimero de migrantes.

Através da distancia genética de Nei (1972) entre as populacdes, foi encontrado
0 maior valor entre a populacdo de caja de porte ando e a populacao de Timon.
Observou-se que as populacbes sdo geneticamente préximas, uma vez que as
combinac¢des entre as populacdes apresentaram valores de distancia sempre abaixo
de 50% (Tabela 4).

Tabela 4 — Distancia genética de Nei (1972) entre cinco popula¢des de S. mombin.

Populacoes Distancia Genética
Timon / Teresina 0,13
Timon / Altos 0,16
Timon / Demerval Lobao 0,29
Timon / Teresina (andes) 0,41
Teresina / Altos 0,15
Teresina / Demerval Lobéao 0,13
Teresina / Teresina (andes) 0,25
Altos / Demerval Lobao 0,36
Altos / Teresina (andes) 0,35

Demerval Lob&o —Teresina (andes) 0,27




30

A partir da distancia genética obteve-se um agrupamento pelo método UPGMA
(Figura 4), com a formagao de quatro grupos. As combinacdes entre as populacdes

de Teresina com Demerval Lob&ao e Timon apresentaram a menor distancia genética.

Timon

JTeresina
Altos

Demerval Lobao

Teresina - Anoes

Figura 4 — Analise de agrupamento (UPGMA) a partir da distancia genética de Nei (1972), de
populacdes de S. mombin.

Os resultados obtidos pela Analise Molecular de Variancia (AMOVA) revelaram

que a maior parte da variabilidade genética (88,71%) se encontra dentro das
populacdes (Tabela 5).

Tabela 5 — Andlise molecular de varidncia de cinco popula¢es de S. mombin.

FV GL Soma de Componente Percentual indice p-valor
Quadrados de Variancia de de
Variacao Fixacao
(PsT)

Entre 4 167,43 3,75 11,29 0,11 0,0000**
Populacdes

Dentro de 23 678,75 29,51 88,71

Populacdes

FV: Fonte de variacdo; GL: Graus de Liberdade; Valor de P = probabilidade de significancia.

Corroborando com os resultados obtidos pelo dendrograma (Figura 3), 0s
resultados da analise Bayesiana executada no software Structure revelam que 0s

agrupamentos ndo estdo fortemente correlacionados com os locais de origem dos
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acessos, uma vez que os individuos de diferentes locais de coleta apresentaram
grande possibilidade de pertencerem a um mesmo grupo genético. Os acessos de S.
mombin foram separados em dois grupos genéticos distintos, pois o valor mais
provavel de AK foi K=2 (Figura 5). De acordo com o método da entropia para

determinar o valor ideal de K, também foi encontrado o valor de K=2.

Deltak = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))
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Figura 5 — Valores de AK estimados para as populagdes de S. mombin.

Todos os acessos foram constituidos por dois grupos genéticos, em maior ou
menor proporc¢éo (Figura 6). A probabilidade de um acesso pertencer ao grupo 1 ou
ao grupo 2 é representada por cores distintas, vermelho e verde, respectivamente. Ha
uma predominancia de um dos grupos genéticos em todos 0s acessos. Isso

demonstra uma baixa mistura de genomas entre 0s grupos geneéticos.
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Figura 6 — Grafico gerado pelo software Structure mostrando os acessos de S. mombin distribuidos em
dois grupos genéticos.

Apenas os acessos BGC-03, BGC-18, BGC-20, BGC 25 e P1 apresentaram
menos de 80% de constituicdo de um Unico grupo genético. Enquanto os acessos
BGC-11, BGC-12, BGC-24, BGC 28, BGC-29 e P8 apresentaram uniformidade em

sua estruturacao genética.
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4.2 Caracterizacdo Morfolégica

Para as andlises de variancia individuais foram constatadas diferencas
significativas entre os genotipos em todos os anos de avaliagdo. Considerando-se a
andlise conjunta, ha diferengas significativas entre os acessos para todos os cinco
caracteres analisados, indicando que ha divergéncia genética em relacdo aos
caracteres analisados (Tabela 6). Quanto a interacdo dos gendétipos com os ambientes
(GxA), sendo cada ano considerado como um ambiente, observou-se significancia nos
valores dos quadrados médios para todos os caracteres, demonstrando forte

influéncia dos efeitos da interacdo GxA na expressdo dos caracteres avaliados.

Tabela 6 — Quadrados médios referentes a andlise de variancia conjunta de 19 acessos de S. mombin
avaliados em 5 anos.

QM
FV GL MF CF DF MC MS
G 18 235,58*** 492,85** 200,75**  6,54*** 27,85%**
A 4 206,66*** 244 5%+  35528**  9,37*** 27,61***
GxA 25 141,59***  203,92*** 177,54**  3,70*** 16,12%**
Erro 442 4,107 6,87 87,89 0,1628 0,4604

FV: fonte de variagdo; GL: grau de liberdade; QM: quadrado médio; G: gendtipo; A: ambiente; GxA:
interacdo gendtipo e ambiente; MF: massa total do fruto; CF: comprimento do fruto; DF: didmetro do
fruto; MC: massa da casca; MS: massa da semente. *** = significativo a 0,1%; ** = significativo a 1%.

O grupo formado pelos acessos BGC-15 e BGC-04 apresentou a menor
distéancia (0,61), enquanto a maior distancia (24,41) foi encontrada entre 0os acessos
BGC-13 e BGC-26 (Anexo C). A partir da analise de agrupamento por meio do método
UPGMA foi obtido um dendrograma e com base no indice de correlacdo cofenética

(r=0,80) ha uma confiabilidade na associa¢cdo da matriz com o dendrograma.

Adotando-se como ponto de corte a média dos valores da Distancia Euclidiana
(8,21) houve a formagéao de trés grupos. Ha a formacédo de um grande grupo, contendo
16 acessos (88,21% dos acessos) com maior grau de similaridade entre si e a
ocorréncia de dois grupos menores contendo apenas trés acessos (BGC-06, BGC-13
e BGC-12). Assim como na analise molecular, os acessos em estudo também né&o se
agruparam de acordo com seu local de coleta com base nos caracteres morfolégicos
(Figura 7).
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Figura 7 — Dendrograma gerado utilizando-se método de agrupamento UPGMA a partir das medidas de dissimilaridade geradas pela distancia euclidiana
média, em razdo dos dados morfolégicos de frutos de 19 acessos de S. mombin.
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Houve a geracdo de cinco componentes principais (CP), dos quais foram
extraidos os dois primeiros que, de forma acumulada, explicaram 91,14 % da variancia
total dos dados (Tabela 7). A contribuicdo dos demais componentes foi minima, dessa

forma eles ndo foram considerados na analise.

Tabela 7 — Componentes principais da analise multivariada de caracteres morfolégicos do fruto para
19 acessos de S. mombin.

Componente Variacdo Explicada (%) Variacdo Acumulada (%)
CP1 8283 e
CP2 8,31 91,14
CP3 6,34 97,98
CP4 1,49 99,43
CP5 0,53 100,00

No grafico biplot, no qual foram plotados os componentes principais 1 e 2
(Figura 8), explicou 91,14% da variacdo. Os acessos BGC-01, BGC-12 e BGC-22
estdo plotados no quadrante onde estdo presentes os caracteres MS, MF e CF,
demonstrando que esses acessos apresentaram médias altas para esses caracteres.
Os caracteres DF e MC foram associados aos acessos BGC-02, BGC-03, BGC-05,
BGC-06, BGC-11 e BGC-13. Os demais acessos apresentaram valores baixos na
média para todos os caracteres analisados, por isso nao estdo associados a nenhum

carater em particular.

PCA - Biplot

BGC12

Dim2 (8.3%)

-4 2 0 2
Dim (82.8%)

Figura 8 — Gréfico biplot de componentes principais para os cinco caracteres avaliados em 19 acessos
de S. mombin da regido Meio-Norte do Brasil. MF: massa total do fruto; CF: comprimento do fruto; DF:
didmetro do fruto; MC: massa da casca; MS: massa da semente.
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Com base em uma escala de cores dos vetores foi possivel observar a
contribuicdo de cada carater para a variacdo entre os gendtipos (Figura 9). Os
caracteres MF, CF e MS foram os que mais contribuiram para a variacdo dos acessos.
Os demais caracteres, DF e MC contribuiram em menor escala. Por meio dos vetores,
observou-se uma correlagéo positiva entre todos caracteres e os mais correlacionados
foram DF e MC.

contrib

Dim2 (8.3%)

-1.0 -0.5 0.0 08 1.0
Dim1 (82.8%)

Figura 9 — Contribuicdo dos caracteres morfoldgicos para a variacdo dos dados. MF: massa total do

fruto; CF: comprimento do fruto; DF: didmetro do fruto; MC: massa da casca; MS: massa da semente.

Héa semelhanca no arranjo dos acessos em cada grupo com 0s grupos obtidos
no dendrograma e o agrupamento nao foi baseado no local de coleta. Cada cor
representa um grupo genético, determinado a priori, com base nos dados de
passaporte dos acessos: Piaui, Maranhao e Desconhecido. A maioria dos acessos foi
representada pelos trés grupos, em maior ou menor propor¢do, com maior

predominéancia do grupo Piaui (Figura 10).
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38

5 DISCUSSAO
5.1 Caracterizacao Molecular

O estudo genético utilizando marcadores moleculares ISSR foi eficiente na
avaliacdo da diversidade genética, contribuindo para determinar as relacées entre 0s

acessos presentes no banco de germoplasma de caja da Embrapa Meio Norte.

A porcentagem de locos polimorficas reflete a quantidade de polimorfismo de
uma populacéo ou conjunto de amostras. E uma medida baseada na raz&o entre o
namero de locos polimorficos pelo nimero total de locos analisados. Representa uma
mensuracdo qualitativa que permite, além de verificar a quantidade de variacdo

genética existente em uma populagéo, poder compara-la entre populacées;

A taxa de polimorfismo (88,75%) obtido no presente estudo, em acessos de S.
mombin, foi superior aos dados relatados por Silva et al. (2017b) com essa mesma
espécie (64,65%). Ja com umbu, uma espécie do género Spondias, a porcentagem
de locos polimérficos foi de 62,5% (LINS-NETO et al., 2013).

Silva et al. (2017b) estudaram populac¢des naturais de caja e a baixa taxa de
polimorfismo pode ser explicada pelo fato de n&o ter ocorrido selecao prévia de
acessos, apesar de terem analisado uma quantidade maior de acessos (126 acessos).
Ja Lins-Neto et al. (2013) trabalharam com outra espécie (umbu), que pode apresentar

um grau de diversidade diferente, apesar de pertencer ao mesmo género.

De forma geral, primers compostos pelas repeticdes dos di-nucleotideos AG,
GA, CT, TC, AC, CA mostram maior polimorfismo do que aqueles com AT, além que
esses ultimos tendem a se auto-hibridizar (VIJAYAN et al., 2005), ndo produzindo
fragmentos de amplificagdo. Assim, o elevado numero de locos polimérficos
encontrados no presente estudo pode ser também associado a estrutura dos primers
utilizados, que em sua maioria sdo formados pelas sequéncias di-nucleotidicas
repetidas acima citadas e todos serem do tipo ancorado na extremidade 3’, gerando
um maior polimorfismo (REDDY; SARLA,; SIDDIQ, 2002).

Como era esperado, o nivel de diversidade genética variou de acordo com o
tamanho das populacdes, pois os maiores valores, estimados a partir do indice de
diversidade de Nei (H) e o indice de Shannon (I), foram encontrados na populacéo de

Teresina (H = 0,35 e | = 0,51) com 20 acessos, enquanto que a populagdo de
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Demerval Lob&o apresentou a menor diversidade genética (H = 0,13 e | = 0,18), com
2 acessos.

Em nivel de espécie, obteve-se H = 0,37 e | = 0,55, tais valores encontrados
sao indicativos de alta diversidade genética entre os acessos de S. mombin avaliados.
Resultados semelhantes foram encontrados por Silva et al. (2017b), onde foi
encontrada grande diferenciacdo entre populacdes com base nos indices de
diversidade genética de Nei (H=0,26) e de Shannon (1=0,39), para caja em trés
cidades do estado do Mato Grosso. Por ser uma espécie em domesticagao, se espera
grande diversidade entre os acessos de caja (LIMA et al., 2011), pois em espécies
domesticadas os individuos tendem a apresentar uniformidade genética devido aos

sucessivos processos de selecao artificial.

O indice de diferenciacdo genética entre as populacbes (Pst) pode ser
considerado moderado (0,11). De acordo com Wright (1978), valores dentro do

intervalo 0,05-0,25 indicam moderada diferenciacéo genética entre populacdes.

De modo geral, esses indices e a AMOVA indicaram presenca de maior
variabilidade dentro das populacdes e menor entre as populacdes, estando em
consonancia com o sistema reprodutivo da espécie, que € preferencialmente alégama.
Adler & Kielpinski (2000) identificaram um padréo de floragdo sazonal e sincrbnica
para diversas populacdes de S. mombinL. do Panama, demonstrando um
favorecimento a alogamia, corroborando com os dados obtidos neste trabalho.
Analisando a diversidade genética de caja, Silva et al. (2017b) encontraram maior
diferenciacdo dentro das populagdes (77,38%) e menor entre populacdes (22,62%),
semelhante aos encontrados entre os acessos em estudo (88,71% dentro das

populacdes e 11,29% entre populagdes).

O numero de migrantes (Nm) indica o grau de fluxo génico entre as populacdes
(MARTINS, 1987). Govindaraju (1989) determinou trés niveis de fluxo génico: alto (Nm
> 1), intermediario (0,25 <Nm < 0,99) e baixo (Nm < 0,25). Com bases nesses valores,
o Nm encontrado nesse trabalho (0,6268) é considerado intermediario. Dessa forma,

as populacdes néo estdo geneticamente isoladas.

As espécies de abelha sem ferrdo (meliponineos) sao visitantes florais
regulares e potenciais polinizadores do caja, mas possuem voo de curto raio e baixa
intensidade de forrageio (FREITAS; BOMFIM, 2017). Apesar de proximas, as
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distancias entre as localidades dos acessos estudados sdo superiores ao raio
alcancado pelos polinizadores, diminuindo a taxa de fluxo génico identificada pelo

moderado niumero de migrantes.

O valor do fluxo génico encontrado esta em discordancia com o encontrado por
Silva et al. (2017b), que foi de 2,0684 migrantes por geracao para genotipos de caja
coletados em populacdes naturais de trés cidades do estado do Mato Grosso. Essa
diferenca pode ser explicada pelo fato do presente estudo ter sido realizado com

acessos oriundos de areas urbanas, apresentando, portanto, fluxo génico alterado.

Com base no dendrograma obtido pelo método UPGMA (Figura 3), 0s acessos
nao se agruparam segundo o seu local de coleta, corroborando com a AMOVA,
demonstrando que existe maior variabilidade dentro das populacbes que entre as
populacdes. O agrupamento diferenciado entre os acessos de uma mesma localidade
indica que estes sdo derivados de diferentes genitores e que existe grande
diversidade genética dentro da espécie S. mombin.

Os acessos de porte ando, apesar de sua coleta ter sido realizada no municipio
de Teresina, seu local de origem € incerto, pois o0 produtor cultiva sementes sem um
controle de origem, justificando o seu agrupamento diferenciado entre si e com 0s
demais acessos dessa localidade, tendo valores de distancia genética acima da
distancia média com todos 0s acessos. Dessa forma, sugere-se que esses acessos
sejam incorporados ao BAG da Embrapa Meio-Norte, com a finalidade de enriquecer

a variabilidade armazenada e conservada.

Em estudos de diversidade genética de espécies do género Spondias utilizando
marcadores ISSR, encontrou-se resultados semelhantes ao presente estudo, onde
acessos coletados de um mesmo local agruparam-se separadamente (SANTANA et
al., 2011; YAMAMOTO et al., 2017). Lima et al. (2011), trabalhando com marcadores
RAPD, com os mesmos acessos do BAG deste trabalho, obtiveram um dendrograma
semelhante, havendo também a formacdo de um grande grupo contendo a maioria
dos gendtipos (84,37%) e os locais de coletas ndo sendo determinantes para a

formacao dos grupos.

Corroborando com os resultados apresentados no dendrograma, a analise

Bayesiana também néo revelou um agrupamento baseado no local de coleta, o que
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demonstra que a distribuicdo geogréafica pode ndo ser o fator principal para determinar
a estrutura populacional da espécie em estudo.

O agrupamento pela distancia genética de Nei mostrou uma menor distancia
genética (0,13) entre a populacdo de Teresina e as popula¢des de Timon e Demerval
Lob&o (Tabela 4). Esse fato pode ser explicado pela maior proximidade geogréfica
entre essas populacdes. Embora as populacdes estejam geograficamente distantes e
tenham o rio Parnaiba como barreira geografica entre os dois estados, a distancia

genética encontrada entre as populacdes foi baixa.

Portanto, esses resultados reforcam a existéncia de diferenciacédo genética nas
populacdes de S. mombin analisadas e que os acessos estudados representam uma

fonte de variacdo que podera subsidiar programas de melhoramento genético.
5.2 Caracterizacao Morfologica

As diferencas significativas entre os genotipos, pelo teste F, evidenciaram a
existéncia de variabilidade genética no germoplasma em estudo, sugerindo a
perspectiva de ganhos genéticos na selecdo para caracteres de interesse. Soares et
al. (2006) e Marques et al. (2018) trabalhando com caja, e Costa et al. (2015)
trabalhando com umbu, analisaram a morfologia de frutos quanto a massa,
comprimento, diametro e rendimento da polpa, encontrando valores significativos para
todas os caracteres em estudo, demonstrando grande variabilidade presente nas

espécies do género Spondias.

A interacdo genoétipo x ambiente (GxA) pode proporcionar respostas
diferenciadas apresentadas pelos gendétipos testados quando se analisa o seu
desempenho em diferentes ambientes / locais de cultivo ou ciclos de producdo. No
presente estudo, observou-se diferencgas significativas quanto ao efeito da interacao
GxA para todos os caracteres analisados. Tal resultado é esperado, pois foram
utilizadas caracteristicas de heranca quantitativa, que sofrem grande influéncia de
alteracbes ambientais. Para descritores fenotipicos quantitativos € sugerido que a
avaliacdo possa ocorrer em mais de um ciclo de producéo (SOBRAL et al. 2019),

devido a sua baixa herdabilidade.

Assim como na analise molecular, ndo houve a formacao de grupos com base

no local de coleta. A menor distdncia foi encontrada entre os acessos oriundos de
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cidades distintas (BGC-04 e BGC-15), enquanto acessos de uma mesma localidade,
como BGC-03 e BGC-13 (Timon), BGC-12 e BGC-26 (Teresina), apresentaram uma
distancia genética acima da média e foram agrupados distintamente. Esse
agrupamento pode ser resultado de uma origem genética distinta, sugerindo uma

grande variabilidade a ser explorada.

O padrao de agrupamento observado pode ser devido ao fato de que genotipos
muito distantes podem ser morfologicamente semelhantes, uma vez que, embora as
coletas tenham sido realizadas em locais distintos ha a possibilidade de o local de
coleta ndo ser o local de origem do acesso. Resultados semelhantes com o0 mesmo
género foram encontrados em andlises de frutos de Ciriguela (ASTUDILLO et al.,
2017), umbu-caja (LIMA, M., et al., 2015) e caja (PINTO et al., 2003; SILVA et al.,
2017a).

N&do houve correlacdo entre os dendrogramas da andlise molecular e
morfologica. Isso ocorreu, pois, a analise molecular informa sobre diferencas nos
genes e distancia genética, enquanto a morfolégica € medida a partir da expressao
de um fendtipo, que é dependente da acdo conjunta de genes e da influéncia
ambiental, fato evidenciado na analise de variancia, onde o efeito da interacdo GxA
foi significativo para todas os caracteres testados. Porém, sao estimativas
complementares, pois de forma preditiva expressa o grau de diversidade entre os
acessos (CRUZ; FERREIRA; PESSONI, 2011) e como esses se desenvolvem em
diferentes ambientes (SOBRAL et al., 2018).

Dentre as técnicas multivariadas, a analise de componentes principais reduz
a dimensionalidade de um conjunto de dados, preservando o maximo possivel de
variabilidade, ou seja, tem o objetivo de identificar os caracteres que expliquem a
maior parte da variabilidade (JOLLIFFE; CADIMA, 2016). E uma analise que identifica
0S caracteres mais relevantes no conjunto das componentes principais. A analise de
componentes principais permitiu inferir um bom desempenho na classificagdo de
amostras, pois os dois primeiros explicam a maior parte da variagcao (91,14%). De
acordo com Cruz; Ferreira; Pessoni (2011), os dois primeiros componentes devem

revelar a maior quantidade de variacao.

Os caracteres Massa do Fruto, Comprimento do Fruto e Massa da Semente,

foram os que mais contribuiram para a variabilidade, indicando que esses caracteres
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devem ser priorizados (em detrimento dos demais avaliados) para futuros estudos
com S. mombin, bem como para espécies do género. Ja o Diametro do Fruto e Massa
da Casca apresentaram uma menor contribuicdo, devendo ser evitados em futuros
estudos com a espécie, tendo em vista sua baixa capacidade em expressar as

diferengas fenotipicas entre os acessos.

Pinto et al. (2003) também encontraram dois componentes principais que
explicaram 80,92% da variacdo e 0s caracteres que mais contribuiram para a
variabilidade estavam relacionados a massa dos frutos em genotipos de cajazeira. Ja
Silva et al. (20172) encontraram 83,63% da variacdo explicada nos trés primeiros

componentes principais em estudos morfoldgicos de frutos de caja.

A relacdo dos caracteres € indicada pelo angulo formado entre os seus vetores
(Figura 9). Um angulo menor que 90° indica caracteres positivamente correlacionados;
em oposicdo, um angulo maior que 90°, pode-se considerar negativamente
correlacionado. Assim, os caracteres analisados sdo positivamente correlacionados

entre si, principalmente os relacionados ao tamanho e peso do fruto.

A andlise da correlacdo entre os caracteres pode subsidiar alternativas que
maximizem o ganho previsto com a selecdo de varios caracteres de forma simultanea
ou facilite o ganho genético de um carater de baixa herdabilidade ou de dificil
mensuragcdo (ENTRINGER et al, 2015). Como as correlagbes foram todas
significativas e positivas demonstram que o descarte da maioria dos caracteres nao
causaria perda de informacao, caso sejam utilizados em proximas avaliacdes da

espécie.

Os acessos BGC-13 e BGC-12 foram os que compuseram as combinacdes
mais divergentes quando esses foram combinados com o0s outros os acessos de caja
avaliados, evidenciando que, diferente dos demais, cruzamentos envolvendo um
desses poderdo propiciar um efeito heterético satisfatério. Pois, segundo Cruz;
Ferreira e Pessoni (2011), acessos que apresentam menor distancia possuem muitos

alelos em comum, gerando baixo vigor hibrido.

Porém, para a recomendacao de genotipos para 0 cruzamento € necessario
também levar em consideracdo 0s acessos que apresentam desempenho superior em
caracteristicas de interesse (SILVA et al.,, 2014). Por meio do grafico biplot dos

componentes principais, o acesso BGC-12 apresentou a maior meédia para 0s
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caracteres MF e CF, evidenciando a presenca de frutos grandes, tornando-se uma

boa opc¢ao para cruzamentos visando o melhoramento genético.

Por ser uma espécie arbérea, atingindo 25m em média, a colheita manual é
dificultada e os frutos sao colhidos do chéo, sendo geralmente danificados devido a
queda, impossibilitando-o para o consumo in natura (SACRAMENTO; SOUZA, 2009).
Portanto, o cruzamento do acesso BGC-12 com um dos acessos de porte ando pode
ser vantajoso do ponto de vista comercial, diminuindo a possibilidade de perda na

colheita.

A analise de discriminante permite verificar a diferenca entre grupos e a
probabilidade de que um individuo pertenca a um determinado grupo. No
agrupamento obtido por meio da ADCP, foram estabelecidos trés grupos inicialmente.
Mesmo que o principio da técnica seja diferente do agrupamento UPGMA, os grupos
formados foram estreitamente associados por ambas as metodologias. Tal resultado
demonstrou que os grupos formados foram altamente consistentes e que o padrao de

agrupamento nao foi determinado pelos locais de coleta dos acessos.

Para a espécie S. mombin as caracterizacdes morfoldgica e molecular se
mostraram eficazes para o estudo da diversidade genética dos acessos de caja
presentes no BAG de caja da EMBRAPA Meio-Norte. Dessa forma, a abordagem
integrada, incorporando estudos morfolégicos e moleculares, promovera a
conservacao eficiente, com o maximo da variabilidade genética e um minimo de
repetibilidade, de acessos do BAG da Embrapa Meio-Norte, auxiliando programas de

melhoramento genético da espécie.
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6 CONCLUSOES

Os marcadores genéticos, moleculares e morfologicos, possibilitaram a
identificacdo da presenca de variabilidade e diferenciacdo genética na colecao de caja
do BAG da Embrapa Meio-Norte.

Baseado na andlise molecular os acessos de porte ando foram os mais
divergentes entre os acessos analisados, sendo indicados para a introducdo na

colecdo do BAG da Embrapa Meio-Norte.

Os cinco pontos de coleta amostrados nao constituem subpopulagdes, pois nao
h& isolamento reprodutivo, evidenciado pelo moderado fluxo génico e a diferenciacao
genética mediana entre as populacbes indicada pela medida de diferenciacéo

genética.

Em relagcdo as caracteristicas morfologicas os acessos BGC-12 e BGC 13
foram os mais dissimilares quando comparados com 0s acessos, portanto, foram os
mais indicados como genitores para cruzamento em programas de melhoramento

genético.

Cruzamentos entre o acesso BGC-12, que apresentou maior média para MF e
CF, e os acessos andes (P1 e P8) podem resultar em progénies de interesse

comercial com frutos maiores e com reducéo de perdas na colheita.

Os caracteres que mais contribuiram para a variabilidade genética foram MF,
CF e MS, sendo caracteres sugeridos para uso em futuros estudos de diversidade

genética sobre a espécie.
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Anexo A — Dados de Passaporte de 33 acessos de caja coletados na regido Meio-
Norte do Brasil.

Cédigo ou nome de UF onde
identificacdo da ocorreu a Municipio Coorde,n_adas
amostra coleta geograficas
BGC 1 Pl [taueira 7°36’12”S/43°1’32"W
BGC 2 MA Timon 5°5'39"S/42°50'12"W
BGC 3 MA Timon 5°5'397S/42°50’12"W
BGC 4 Pl Altos 5°2'177S/42°27'36"W
BGC 5 Pl Altos 5°2’177S/42°27°36"W
BGC 6 Pl Altos 5°2’177S/40°27°36"W
BGC 7 Pl Teresina 5°5'21”S/42°48’6”W
BGC 8 Pl Eliseu Martins  8°5’48”S/43°39'49”W
BGC 9 Pl Teresina 5°5'21”S/42°48’6”W
BGC 10 PI Teresina 5°5’21”S/42°48'6”"W
BGC 11 Pl Teresina 5°5'21”S/42°48’6”"W
BGC 12 Pl Teresina 5°5’21”S/42°48'6”"W
BGC 13 MA Timon 5°5’39”S/42°50°'12"W
BGC 14 Pl Teresina 5°5’21”S/42°48'6”"W
BGC 15 Pl Teresina 5°5'21”S/42°48’'6”W
BGC 17 Pl Teresina 5°5’21”S/42°48'6”"W
BGC 18 Pl Teresina 5°5'217S/42°48’6”"W
BGC 19 PI Teresina 5°5’21”S/42°48'6”"W
BGC 20 Pl Teresina 5°5'217S/42°48’6”"W
BGC 21 Pl Teresina 5°5’21”S/42°48'6”"W
BGC 22 Pl Teresina 5°5'217S/42°48’6”"W
BGC 23 PI Teresina 5°5’21”S/42°48'6”"W
BGC 24 Pl Teresina 5°5'217S/42°48’6”"W
BGC 25 PI Teresina 5°5’21”S/42°48'6”"W
BGC 26 Pl Teresina 5°5'217S/42°48’6”"W
BGC 27 Pl Teresina 5°5’21”S/42°48'6”"W
BGC 28 Pl Teresina 5°5'217S/42°48’'6”W
BGC 29 PI Teresina 5°5’21”S/42°48'6”"W
BGC 30 Pl Teresina 5°5'21"S/42°48'6"W
BGC 31 Pl Demerval 5°21'30"S/42°40'35"W
Lobao
BGC 32 Pl Demerval 5°21'30"S/42°40'35"W
Lobao
Teresina 4°58'34,6"S
P1 Pl 142°40'59,2"W
P8 Pl Teresina 4°85'35"S/42°41'03,7"W
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(Continua)

BGC 03 BGC04 BGCO5 BGCO7 BGC09 BGC10 BGC11 BGC12 BGC13 BGC14 BGC15 BGC17 BGC18 BGC19 BGC20 BGC21
BGC 03
BGC 04 0,58
BGC 05 0,35 0,56
BGC 07 0,47 0,53 0,40
BGC 09 0,50 0,60 0,48 0,39
BGC 10 0,43 0,49 0,39 0,32 0,36
BGC 11 0,56 0,62 0,52 0,42 0,48 0,39
BGC 12 0,58 0,64 0,56 0,50 0,44 0,40 0,38
BGC 13 0,41 0,60 0,37 0,43 0,43 0,41 0,45 0,52
BGC 14 0,65 0,63 0,63 0,65 0,54 0,52 0,67 0,63 0,57
BGC 15 0,49 0,58 0,52 0,42 0,40 0,39 0,38 0,49 0,37 0,62
BGC 17 0,52 0,59 0,46 0,45 0,52 0,39 0,50 0,52 0,47 0,57 0,46
BGC 18 0,48 0,69 0,52 0,48 0,52 0,50 0,54 0,63 0,46 0,66 0,48 0,51
BGC 19 0,47 0,66 0,47 0,46 0,50 0,46 0,57 0,61 0,45 0,64 0,55 0,50 0,43
BGC 20 0,40 0,64 0,43 0,37 0,42 0,37 0,41 0,52 0,41 0,63 0,43 0,43 0,42 0,36
BGC 21 0,42 0,59 0,43 0,45 0,48 0,48 0,52 0,58 0,47 0,66 0,48 0,50 0,45 0,37 0,36
BGC 22 0,41 0,60 0,45 0,49 0,50 0,47 0,53 0,58 0,53 0,63 0,54 0,44 0,53 0,44 0,37 0,37
BGC 23 0,45 0,55 0,46 0,43 0,48 0,42 0,52 0,59 0,47 0,61 0,51 0,48 0,50 0,37 0,37 0,34
BGC 24 0,49 0,57 0,50 0,47 0,52 0,44 0,56 0,55 0,45 0,60 0,49 0,46 0,50 0,39 0,45 044
BGC 25 0,58 0,63 0,61 0,54 0,51 0,54 0,56 0,58 0,57 0,61 0,49 0,53 0,54 0,53 0,51 0,50
BGC 26 0,54 0,64 0,52 0,53 0,52 0,50 0,50 0,61 0,37 0,60 0,50 0,54 0,51 0,52 0,53 0,46
BGC 27 0,52 0,56 0,51 0,42 0,46 0,43 0,51 0,55 0,44 0,60 0,46 0,55 0,46 0,45 0,43 0,37
BGC 28 0,44 0,60 0,45 0,52 0,52 0,46 0,61 0,58 0,45 0,65 0,51 0,54 0,47 0,41 0,46 0,35
BGC 29 0,52 0,67 0,57 0,57 0,51 0,52 0,63 0,62 0,56 0,62 0,53 0,62 0,53 0,49 0,51 0,50
BGC 31 0,56 0,69 0,61 0,58 0,57 0,52 0,61 0,61 0,54 0,60 0,51 0,61 0,56 0,51 0,53 0,583
BGC 32 0,52 0,62 0,54 0,56 0,58 0,51 0,57 0,61 0,52 0,59 0,58 0,60 0,54 0,46 0,48 047
P1 0,65 0,67 0,60 0,60 0,58 0,57 0,62 0,65 0,62 0,64 0,57 0,63 0,61 0,59 0,54 0,54
P8 0,71 0,81 0,73 0,74 0,70 0,70 0,79 0,78 0,69 0,71 0,73 0,75 0,72 0,75 0,72 0,76




Anexo B — Matriz de distancia genética obtidas pelo coeficiente de similaridade de Jaccard para 28 acessos de caja.

BGC22 BGC23 BGC24 BGC25 BGC26 BGC27 BGC28 BGC29 BGC3l

BGC 32

P1 P8

BGC 03
BGC 04
BGC 05
BGC 07
BGC 09
BGC 10
BGC 11
BGC 12
BGC 13
BGC 14
BGC 15
BGC 17
BGC 18
BGC 19
BGC 20
BGC 21
BGC 22
BGC 23
BGC 24
BGC 25
BGC 26
BGC 27
BGC 28
BGC 29
BGC 31
BGC 32
P1

P8

0,40
0,39
0,49
0,52
0,48
0,45
0,49
0,48
0,44
0,55
0,79

0,33
0,47
0,48
0,35
0,39
0,47
0,50
0,43
0,55
0,73

0,39
0,40
0,39
0,35
0,44
0,44
0,41
0,55
0,74

0,54
0,50
0,47
0,46
0,48
0,54
0,56
0,84

0,37
0,40
0,48
0,49
0,41
0,59
0,71

0,27
0,43
0,46
0,39
0,46
0,71

0,39
0,45
0,44
0,54
0,73

0,36
0,44
0,61
0,74

0,43
0,52
0,77

0,54
0,74

0,71

54

(Concluséao)
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Anexo C — Medidas de distancia entre 19 gendtipos oriundos do BAG de caja da Embrapa Meio-Norte, com base em 5
caracteristicas morfolégicas, utilizando a distancia Euclidiana.

BGC01 BGC02 BGCO03 BGC04 BGCO5 BGCO7 BGC13 BGCl14 BGC26 BGC22 BGC23 BGC06 BGC12 BGC08 BGC10 BGC11 BGC15 BGC29

BGCO1
BGCO02
BGCO03
BGC04
BGCO05
BGCO7
BGC13
BGC14
BGC26
BGC22
BGC23
BGCO06
BGC12
BGCO08
BGC10
BGC11
BGC15
BGC29
BGC30

1,64
2,47
4,16
1,07
6,70
10,88
8,23
13,78
1,86
3,76
8,66
10,10
7,47
9,72
2,47
4,50
11,08
6,10

1,77
521
2,07
7,29
10,44
9,14
14,75
2,71
4,77
7,09
9,95
8,46
10,71
3,08
5,46
11,85
7,11

6,53
2,32
8,55
9,14
10,41
16,01
3,48
6,02
6,99
8,79
9,76
12,02
4,43
6,80
13,19
8,42

4,56
3,77
14,77
4,35
9,77
4,44
1,04
11,79
13,81
3,42
5,66
2,62
0,61
7,04
2,08

6,69
10,91
8,37
13,92
2,73
4,02
8,81
10,18
7,77
9,9
2,65
4,83
11,19
6,38

17,52
2,81
8,05
7,68
3,40

13,06

16,71
3,53
4,62
4,39
3,33
5,10
2,81

19,01
24,41
10,40
14,57
9,76

3,09

18,05
20,35
13,20
15,15
21,78
16,80

5,63
8,77
4,48
15,33
18,03
1,65
1,91
6,21
3,97
2,86
2,38

14,15
10,04
20,82
23,27
6,47
4,13
11,81
9,45
3,21
7,73

4,46
8,98
9,54
7,74
10,04
3,60
4,86
11,47
6,49

11,45
13,65
3,81
6,00
2,06
1,19
7,29
2,41

10,45
14,84
16,92
9,54
11,94
17,69
13,52

17,04
19,24
12,42
14,26
20,81
15,75

2,43
5,73
3,17
3,93
1,62

7,81
5,37
1,98
3,63

2,73
8,92 6,65
4,260 1,86 5,07




