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“A todos que se dedicam a estudos sobre o Cerrado”

Dedico
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MANGABA e mama-cadela.”

“Cajuzinho quem quiser € s6 ir buscar na serra e ndo tem nada mais doce que araca dessa
terra. Manga, MANGABA, jatoba, bacupari, gravata e araticum, olha o tempo do pequi.”

(Trechos de composicdes de autores Goianos: Jurandy da Feira, Genésio Tocantins e Hamilton Carneiro).
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Figura 4.6

Figura 4.7
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sobre a matriz de distancias genéticas de Nei (1972) entre 32 populagdes
de H. speciosa, a partir de dados microssatélites. 1 (Barro Alto — GO), 2
(Campinorte — GO), 3 (Porangatu — GO), 4 (Jalapdo — TO), 5 (Mateiro — TO),
6 (Dianopolis — TO), 7 (Sdo Desidério — BA), 8 (Alvorada do Norte — GO), 9
(Alexania — GO), 10 (Matrinchd — GO), 11 (Goias — GO), 12 (Silvania — GO),
13 (Luziania — GO), 14 (Goiania — GO), 15 (Pirenopolis — GO), 16 (Piranhas —
GO), 17 (Barra do Garcas — MT), 18 (General Carneiro — MT), 19 (Chapada
dos Guimardes — MT), 20 (Rondondpolis- MT), 21 (Sonora — MS), 22 (Coxim
— MS), 23 (Costa Rica — MS), 24 (Alcinopolis — MS), 25 (Chapadédo do Sul —
MS), 26 (Cacu — GO), 27 (Niqueléndia — GO), 28 (Posse — GO), 29 (Ponte
Alta—TO), 30 (Orizona — GO), 31 (Japonvar — MG), 32 (Araguapaz).----------
Relacdo existente entre as distancias geograficas e as distancias
genéticas de Nei (1972) entre as 32 populacBes de H. speciosa,
calculadas a partir de seis locos microssatélites genémicos.----------------
Dendrograma construido a partir da analise de seis locos microssatélites
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RESUMO GERAL

RODRIGUES, A. J. L. DESENVOLVIMENTO DE MARCADORES
MICROSSATELITES E ESTRUTURA GENETICA DE Hancornia speciosa Gomes
(Apocynaceae). 2009. 113f. Tese (Doutorado em Agronomia: Genética e Melhoramento
de Plantas) — Escola de Agronomia e Engenharia de Alimentos, Universidade Federal de
Goiés, 2008. *

O objetivo deste trabalho foi construir iniciadores a partir do desenvolvimento de
bibliotecas enriquecidas com locos microssatélites e avaliar a magnitude e a distribuicao
espacial da variabilidade genética em populagfes naturais de H. speciosa do Cerrado.
Foram isolados e sequenciados locos que continham regides microssatélites, o que resultou
no desenho de 74 pares de iniciadores. Destes, 35 foram selecionados para sintese e
otimizacdo da amplificacdo via PCR. Todos os iniciadores sintetizados amplificaram, com
temperatura de anelamento que variou de 48°C a 64°C. Os iniciadores foram testados em
35 genotipos de mangabeira originarios de diferentes areas geogréaficas. Os 35 individuos
também foram agrupados em quatro populacdes de acordo com a variedade botanica que
pertencem (H. s. var. speciosa, H. s. var. cuyabensis, H. s. var. gardneri, H. s. var.
pubescens). Foram selecionados seis pares de iniciadores para analise de 162 progénies
pertencentes a colecdo de germoplasma da EA/UFG. Os marcadores desenvolvidos foram
considerados altamente informativos, com alto indice de polimorfismo e representam uma
ferramenta adequada para ser utilizada em estudos de estrutura genética de populacdes
naturais. Foi observado um elevado nimero de alelos por loco. As progénies avaliadas
apresentaram alto indice de polimorfismo. O valor obtido para He foi alto, o que é um
indicativo de diversidade genética elevada. O valor obtido para o indice de fixacao (f) foi
positivo e elevado e sugere uma taxa relativamente alta de endogamia nas populacfes
estudadas. O valor estimado de Fst, considerando-se cada area geografica como uma
subpopulacdo, foi de 0,19. Este parametro € um indicativo da divergéncia genética entre as
subpopulacdes, o que sugere um alto nivel de diferenciacdo e corrobora a hipotese de
restricdo ao fluxo génico. A estimativa do pardmetro Nst, andlogo ao Fst, porém
considerando o tamanho dos alelos, forneceu um valor consideravelmente maior, 0 que
reforca a grande diversidade existente entre as subpopulagdes de mangabeira do Cerrado.
Foi observado também o Nei o agrupamento das populacdes de maneira aleatoria,
independente da distancia geografica, o que indica que ndo ha estruturacdo no espaco
geografico da variabilidade genética entre as populacdes. Foi observada uma auséncia de
correlacdo entre as distancias genéticas e as distancias geogréaficas o que confirma, para
esse estudo, a distribuicdo aleatéria dos gendtipos, reforcando a hipotese de restricdo ao
fluxo génico, mesmo a curtas distancias. Ao considerar as variedades botanicas como
diferentes populacdes, observou-se uma estimativa de 0,0583 para a estatistica Fst € 0
valor estimado de Nst foi de 0,1738 0 que mais uma vez indica, a maior sensibilidade deste
pardmetro para detectar divergéncia entre populagdes. Foi realizada uma andlise de
estrutura genética par a par entre as variedades botanicas e a partir das distancias genéticas
obtidas, medidas pelo parametro Nst, foi possivel observar uma maior semelhanca entre H.
s. var. gardneri e H. s. var. pubescens o que era esperado pelo fato de apresentarem uma
simpatria em sua ocorréncia. A variedade H. s. var. cuyabensis mostrou-se a mais
divergente em relacdo as demais. O fato de a populacdo de Japonvar-MG néo ter se
agrupado com H. s. var. speciosa, corrobora a hipdtese de esta pertencer a outra variedade
boténica, o que deve ser melhor investigado.

Palavras-Chave: Mangaba, MICROSSATELITE, estrutura genética, Cerrado.

1 Orientador: Dr. Lazaro J. Chaves, EA-UFG; Co-orientagdo: Dra. Ana Y. Ciampi, EMBRAPA-CENARGEN e Dr. Alexandre S. G. Coelho, EA-UFG.
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GENERAL ABSTRACT

RODRIGUES, A. J. L. Development and characterization of microsatellite markers
and genetic structure of natural populations of Hancornia speciosa Gomes
(Apocynacea) 2009. 112f. thesis (Doctorate in Agronomy: Genetic and plant breeding) —
Escola de Agronomia e Engenharia de Alimentos, Universidade Federal de Goias, 2008. *

The objective of this work was to construct primers from the development of
libraries enriched with microsatellite loci and to evaluate the magnitude and spatial
distribution of genetic variability in natural populations of H. speciosa do Cerrado. Locals
containing microsatellite regions were isolated and sequenced, which resulted in the design
of 74 primer pairs. Of these, 35 were selected for synthesis and optimization of PCR
amplification. All the synthesized primers amplified, with annealing temperature ranging
from 48° C to 64° C. The primers were tested on 35 genotypes of mangabeira originating
from different geographic areas. The 35 individuals were also grouped into four
populations according to the botanical variety they belong to (H. s. Var. Speciosa, H. s.var.
cuyabensis, H. s.var. gardneri, H. s.var. pubescens). Six pairs of primers were selected for
analysis of 162 progenies belonging to the EA / UFG germplasm collection. The developed
markers were considered highly informative, with high index of polymorphism and
represent a suitable tool to be used in genetic structure studies of natural populations. A
high number of alleles per locus were observed. The progenies evaluated had a high
polymorphism index. The value obtained for ‘He’ was high, which is indicative of high
genetic diversity. The value obtained for the fixation index (f) was positive and high and
suggests a relatively high rate of inbreeding in the studied populations. The estimated value
of FST, considering each geographical area as a subpopulation, was 0.19. This parameter is
indicative of the genetic divergence among the subpopulations, which suggests a high level
of differentiation and corroborates the hypothesis of restriction to the gene flow. The NST
parameter, similar to the FST, but considering the size of the alleles, provided a
considerably higher value, which reinforces the great diversity among the subpopulations
of the Cerrado mangrove. Nei was also observed to group the populations in a random
manner, regardless of the geographic distance, which indicates that there is no structuring
in the geographic space of the genetic variability among the populations. An absence of
correlation between genetic distances and geographic distances was observed, which
confirms the random distribution of genotypes for this study, reinforcing the hypothesis of
restriction to gene flow, even at short distances. When considering the botanical varieties
as different populations, an estimate of 0.0583 was observed for the FST statistic and the
estimated NST was 0.11738, which again indicates the greater sensitivity of this parameter
to detect divergence between populations. A genetic structure analysis was carried out in
pairs between the botanical varieties and from the genetic distances obtained, measured by
the parameter NST, it was possible to observe a greater similarity between H. s. var.
gardneri and H. s. var. pubescens which was expected to be sympatric in its occurrence.
The H. s. var. cuyabensis was the most divergent in relation to the others. The fact that the
population of Japonvar-MG did not cluster with H. s. var. speciosa, corroborates the
hypothesis that this belongs to another botanical variety, which should be further
investigated.

Keywords: Mangaba, MICROSSATELITE, genetic structure, Cerrado.
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1 INTRODUCAO

O Cerrado é um bioma brasileiro constituido por mosaicos de formacoes
vegetais que variam desde campos abertos até formagdes densas de florestas (Walter, 1998).
Esta listado como um dos 25 hotspots mundiais para conservacdo da biodiversidade e as
maiores ameacas a sua diversidade decorrem da atividade antropica (Myers et al., 2000). A
expansdo da fronteira agricola substitui &reas continuas de vegetagdo natural por
monoculturas, reflorestamentos monoespecificos e pastagens, sem deixar amostras das
formacGes vegetais que possam funcionar como banco genético e reflgio da fauna e flora
(Aguiar & Camargo, 2004).

Dentre as varias espécies existentes no bioma Cerrado, as frutiferas destacam-
se devido a suas propriedades de exploracdo comercial. As frutas nativas sdo fontes
nutricionais para as populacbes de baixa renda. Representam ainda um reforco no
orcamento destas familias em decorréncia da comercializacdo dos frutos para a populacao
local. A vantagem de se utilizarem frutas nativas é que, uma vez que as plantas ja estdo
adaptadas ao clima e solo da regido e possuem mercado regional garantido, com
possibilidade de expansdo (Chaves & Naves, 1999). Nesse contexto, a mangabeira
(Hancornia speciosa Gomes), apresenta grande potencial econémico. Por apresentar sabor
e aroma caracteristicos, a polpa do fruto € consumida in natura ou utilizada como matéria-
prima para o preparo de geléias, doces, xaropes, compotas, vinhos, vinagres e
principalmente suco e sorvete (Silva Junior et al., 2006).

A crescente demanda pelos produtos derivados da mangabeira confirma o
potencial agro-sdcio-econémico de exploracdo da espécie. No entanto, ha necessidade de
pesquisas para solucionar os problemas tecnoldgicos que impossibilitam a exploracao
comercial dessa fruteira. Métodos de propagacdo, porte da arvore, forma de colheita,
manejo, sistemas de plantio, séo algumas das barreiras que dificultam a implantacdo de
pomares comerciais, e para tanto, existe a necessidade de estudos para a caracterizagdo da
especie e consequente selecdo de gendtipos de interesse econdmico. Além disso, esta
cultura é explorada de forma extrativista, 0 que pode resultar em acelerado processo de

erosdo genética (Pinheiro et al., 2001; Lederman & Bezerra, 2006).
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Inicialmente, os estudos genéticos de plantas eram baseados em caracteristicas
morfologicas de fécil identificacdo visual. Apesar de contribuirem para estudos
populacionais e de melhoramento, esses marcadores sofrem grande efeito ambiental. Os
marcadores de DNA, por sua vez, sdo independentes das condi¢bes ambientais e revelam
alto nivel de polimorfismo, além de serem abundantes, apresentarem heranca mendeliana e
possibilitarem uma descri¢cdo mais detalhada da estrutura genética de populacdes (Ferreira
& Gratapaglia, 1998; Faleiro, 2007).

Vaérios fatores estdo envolvidos na escolha de um marcador. Técnicas que
fazem uso da PCR (Polimerase Chain Reaction ou Reacdo da polimerase em Cadeia)
aceleraram o desenvolvimento de novos sistemas para obtengdo de marcadores de DNA,
tal como os microssatélites, sequéncias curtas de nucleotideos repetidas na mesma ordem.
Estes marcadores sdo tipicamente co-dominantes, altamente multialélicos e o nivel de
polimorfismo produzido €é devido a variagcdo no nimero de unidades de repeticdo em um
determinado loco. Os iniciadores flanqueiam regides que contém os microssatélites e sdo
desenhados a partir do sequenciamento de fragmentos de DNA, obtidos de bibliotecas
genbmicas. Estes marcadores permitem a estimativa da variacdo dentro e entre populacdes
(Goldstein & Schlotterer, 1999). Apesar dos significativos avangos obtidos nos ultimos
anos, ainda nao estdo publicamente disponiveis marcadores microssatélites para a maioria
das espécies vegetais, como é o caso da espécie H. speciosa.

Embora ndo conste em nenhuma lista de extin¢do, a mangabeira apresenta o
seu germoplasma ameacado em diversas areas. Apesar da grande variabilidade genética
relacionada a espécie, acredita-se que germoplasma de interesse ja foi perdido sem que, ao
menos, fosse registrada sua ocorréncia (Chaves, 2006; Silva Junior et al., 2006). Alguns
autores ja confirmaram essa variabilidade genética ao realizarem estudos com a espécie
com o uso de marcadores morfoldgicos e marcadores moleculares RAPD e cpDNA como
por exemplo, Almeida et al. (2003); Silva, (2006); Moura (2003), Moura et al. (2005);
Capinan (2007); Silva Junior et al. (2007); Ganga (2008).

Assim, ao considerar as limitacbes dos marcadores ja utilizados com a
mangabeira, e ainda, as vantagens dos marcadores microssatélites esse trabalho visou o
desenvolvimento de marcadores moleculares microssatélites e o estudo da estrutura
genética de populagfes naturais de Hancornia speciosa Gomes. Os objetivos especificos
foram:

i.  Isolar e sequenciar locos que contenham regides microssatélites;
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Vil.

viii.
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Desenhar iniciadores especificos para as regides flanqueadoras dos microssatélites;
Otimizar as condicBes de amplificacdo para os locos microssatélites isolados a
partir de bibliotecas enriquecidas com microssatélites;

Caracterizar locos microssatélite isolados a partir de bibliotecas enriquecidas
quanto ao tipo de repeti¢do, numero e tamanho de alelos amplificados, temperatura
de anelamento, heterozigosidade observada e esperada em Hancornia speciosa
Gomes;

Verificar se as populacdes se encontram em conformidade com o principio de EHW
e estimar a estrutura genética de populag6es naturais de Hancornia speciosa Gomes
Avaliar a estrutura genética entre as variedades H. speciosa var. speciosa, H.
speciosa var. cuyabensis Malme, H. speciosa var. gardneri (A. DC.) Muell. Arg.,
H. speciosa var. pubescens (Nees. et Martius) Muell. Arg.;

Estabelecer grupos de similaridade e divergéncia genética entre os individuos
analisados;

Estabelecer possiveis correlacbes de variabilidade genética da espécie com a
distribuicdo geogréfica;

Inferir sobre o fluxo génico entre subpopulacdes e entre variedades botanicas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 O BIOMA CERRADO

2.1.1 Aspectos gerais

O Brasil € considerado como um dos paises de maior biodiversidade no mundo, pois se
calcula que cerca de 10% de toda a biota terrestre encontram-se no pais (Mittermeier et al.
1997). Os primeiros registros de estudos da vegetacdo brasileira datam do Século XVII,
com a viagem dos naturalistas holandeses Pizo e Marcgraf, durante uma missdo cientifica
(Caldeiron, 1992). A biodiversidade existente no pais é distribuida em seis variedades de
vegetacdo: Floresta Amazobnica, ao norte do pais; Caatinga, predominante na regido
nordeste; Floresta atlantica, que cobre areas de norte a sul do Brasil, com predominancia
no sistema costeiro; Pantanal, o qual ocorre preferencialmente em paisagens de declividade
praticamente nula; Campos e Florestas Meridionais, que ocorrem na regido sul e Cerrado,
que predomina no Brasil Central (Pinto, 1993).

O segundo maior bioma brasileiro € o Cerrado (palavra de origem espanhola que
significa fechado), caracterizado por um mosaico de formagdes vegetais que variam desde
campos abertos até formacGes densas de florestas que podem atingir até 30 metros de
altura (Eiten 1972, 1994; Ribeiro & Walter, 1998). O bioma ocorre principalmente no
Planalto Central do Pais, localizado entre 5° e 20° de atitude Sul e 45° e 60° de longitude
oeste. Abrange o territorio do Distrito Federal e ocorre ainda nos Estados de Tocantins,
parte da Bahia, Cear4, Maranhao, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Piaui,
Goiés, Rondobnia e Sao Paulo. Também tem presenca nos estados do Amapa, Amazonas,
Paré e Roraima, representados por areas disjuntas, e ao sul do pais, em pequenas regides no
Parana. Fora do Brasil ocupa areas na Bolivia e Paraguai, enquanto paisagens semelhantes
sdo encontradas na Colémbia, Guiana, Suriname e Venezuela, onde recebem outras
denominagdes (Figura 2.1). A extensdo original do ecossistema, que inclui as regides

definidas como "area de contato” entre Cerrado e outros tipos de vegetacdo, chegaria a 2,2
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milhdes de km?, o que corresponderia a 25% do territorio brasileiro. O Estado de Goiés
possui 341.289.50 km? de seu territorio coberto por essa vegetagdo, que corresponde a
quase 100% de sua area total (Pinto, 1993; Aguiar & Camargo, 2004).

Figura 2.1. Distribuigdo dos biomas continentais brasileiros com destaque para o Cerrado.
A) Distribuicdo dos seis biomas continentais brasileiros: Amazonia, Cerrado,
Caatinga, Mata Atlantica, Pantanal e Pampa. B) Destaque para a distribuicdo
da vegetacdo do bioma Cerrado. Fonte: IBGE, 2004; Embrapa, 2007.

Inimeras teorias surgiram na tentativa de explicar a origem das caracteristicas
intrinsecas da vegetacdo do Cerrado. Ha relatos de que existiu um prot6tipo do bioma no
Cretaceo, antes da separagdo dos continentes da Africa e América do Sul. No inicio do
século XX a estacionalidade climatica, a ocorréncia do fogo e as condi¢Ges do solo foram
descritos como fatores determinantes. No final dos anos de 1950 surgiu a proposta do
oligotrofismo distréfico, em que a deficiéncia do solo em nutrientes minerais e a alta
concentracdo de aluminio, levariam as espécies a acumularem agucares e gorduras em suas
folhas. Atualmente admite-se que a combinagdo da estacionalidade climatica, os tipos de
solos e a ocorréncia do fogo contribuiram para a formacéo da vegetacdo do bioma (Pinto,
1993; Alho & Martins, 1995).

A ocupacéo do Cerrado teve inicio ha 11 milénios, com cacadores e coletores.
No inicio do seculo XVIII houve uma ocupacdo mais efetiva pelo homem branco, com a
exploracdo de ouro e pedras preciosas. Com a exaustdo das minas, a regido passou a
desenvolver uma criagdo extensiva de gado. Acredita-se que as populacbes primitivas
foram obrigadas a buscar novas estratégias de sobrevivéncia, baseada na coleta de frutos
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nativos e na criacdo de animais de pequeno porte. A partir dos anos de 1950, com a
construcdo de Brasilia e a adogdo de estratégias politicas de desenvolvimento e
investimentos em infra-estrutura, o Cerrado converteu-se na fronteira agricola do pais. A
agricultura intensiva permitiu maior utilizacdo do espaco fisico, o que acarretou no
aumento da populagéo regional (Pinto, 1993; Alho & Martins, 1995)

O clima do Cerrado € predominantemente tropical. Podem ocorrer geadas leves
em noites de inverno em regides com altitudes mais elevadas, como nos Estados de Sao
Paulo e Minas Gerais. As temperaturas medias no Cerrado variam em torno 27°C ao norte
e 22°C ao sul. A vegetacéo recebe entre 1.000 mm e 2.000 mm de chuva por ano, embora a
precipitagdo média anual seja de 1.500 mm. O regime de chuvas é marcante com um
periodo seco, de abril até setembro, e outro chuvoso, que se inicia em outubro, com
precipitacbes mais intensas entre 0s meses de novembro a margo. As precipitacées durante
o0 periodo chuvoso podem ocorrer de maneira irregular, hd dias de chuva intensa
intercalados com periodos curtos de estiagem. As estacfes seca e chuvosa provocam
alteracdes na cobertura floristica. A maior queda de folhas ocorre nos meses de menores
taxas pluviométricas, enquanto que o surgimento de novas folhas, floracdo e frutificacdo
ocorrem no inicio do periodo chuvoso (Barros & Caldas, 1980; Rizzo, 1981; Pinto, 1993).

A ocorréncia do fogo na regido do Cerrado é antiga; pode surgir
espontaneamente, provocado por agentes de combustdo natural, por descargas elétricas ou
ainda por interferéncia do homem, principalmente em regides de pecuéria extensiva. O
fogo é um dos determinantes da vegetacdo, junto com a sazonalidade de chuvas e com o
solo pobre em nutrientes. A maioria das plantas parece adaptada a esse fenémeno, visto
que, Vvérias espécies apresentam mecanismos especificos de regeneracdo e de
dispersdo/reproducdo, que permitem sua sobrevivéncia. A adaptacdo da vegetacdo ao fogo
esta relacionada a varios fatores como o tipo de queimada, o regime de queima e também o
comportamento do fogo. AlteracGes nesses fatores podem resultar em danos severos na
estrutura e na dindmica da vegetacdo (Moreira, 2000; Aguiar & Camargo, 2004).

O Cerrado é uma vegetacdo de interflavio, tipicamente sobre latossolos
vermelhos ou amarelos, com muito, médio ou pouco conteddo de argila. Os solos do
Cerrado séo originados de rochas antigas (arenito, arddsia, folheto, quartzo, quartzito,
granito, xisto, micaxisto e certas formas de gnaisse, ou de matéria de solo depositada), com

idades que variam de 570 milhdes a 4,7 bilhdes de anos. Aproximadamente 90% dos solos
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sdo &cidos, com alta concentracdo de ferro e aluminio. Apresenta ainda deficiéncia de
nutrientes e alta capacidade de fixacéo de fésforo (Pinto, 1993)

Por ser localizado em areas altas, o Cerrado abriga a nascente de inUmeros rios
e funciona como caixa d'agua, pois 0s principais rios nascem e crescem na regido antes de
seguirem para as bacias hidrograficas. Essa abundancia de recursos hidricos representa
extrema importancia para a vegetagdo, uma vez que permite o intercambio de sementes,
polen e mesmo a dispersdo da fauna pelas matas de galeria que acompanham corregos e
rios. Isso possibilita que individuos do Cerrado se acasalem com representantes da
Amazonia, da Mata atlantica, e da Caatinga, fato que contribui para o aumento da
variabilidade genética das espécies (Oliveira- Filno & Lima, 2002).

A biodiversidade do Cerrado é elevada. E a mais diversificada savana tropical
do mundo, em relacdo a habitats e espécies. Apresenta 0 segundo maior conjunto de
animais da terra, 0 que representa uma riqueza biolégica correspondente a 30% da
biodiversidade brasileira e 5% da flora e fauna mundiais (Primack & Rodrigues, 2001;
Aguiar & Camargo, 2004; Klink & Machado; 2005). Acredita-se que toda essa diversidade
esteja associada a uma dinamica de avancos e recuos de sua vegetacdo ao longo dos
tempos, em que os grandes rearranjos de distribuicdo e fragmentacdo das populagdes
permitiram a diversificacdo das espécies (Eiten, 1993; Gottsberger & Gottsberger, 1998).

Estudos sobre a flora do Cerrado apontam a ocorréncia de 193 familias e 1.521
géneros. Em um numero total de 11.627 espécies nativas detectadas, 385 sdo pteridofitas, 4
gimnospermas e 11.238 angiospermas. A familia Leguminosae tem ocorréncia de maior
destaque no bioma, representada por 108 Géneros e 1.174 espécies. Sdo também
abundantes a familia Asteraceae constituida por 155 Geéneros e 1.074 espécies e
Orchidaceae que apresenta 121 Géneros e 666 espécies. As especies dessa flora nao
apresentam comportamento de plantas xerofiticas. Seus estbmatos permanecem abertos
durante todo o dia, mesmo na seca, em condicBes de realizar o maximo de fotossintese, que

sugere a existéncia de grandes reservas de dgua no solo (Mendonga et al., 2008).
2.1.2 Fitofisionomias do Cerrado
A grande diversidade de animais e plantas do Cerrado esta associada a variagao

de ambientes. Em termos fisiondmicos, trata-se predominantemente de uma savana tropical,

ou seja, as arvores e arbustos de caule grosso co-existem com espécies rasteiras
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principalmente gramineas. A ocorréncia de um dos dois grupos, associados a outras
formagBes vegetais, as mudancas climaticas ou a varios aspectos ambientais, formam as
vegetacOes distintas nesse bioma. Sdo descritos atualmente onze tipos de vegetacGes do
Cerrado, distribuidas em trés categorias que compreendem as formacdes florestais,

savanicas e campestres (Figura 2.2).

Bioma Cerrado

Cerrado Sentido Amplo

Cerrado Sentido Restrito

Formacdes Formacdes ) Formacdes Formacdes

Florestais Savénicas Campestres Savénicas
Campo

Mata de

Mata Ciliar Galeria

s
Mata Seca Cerraddo Denso Tipico Ralo Rupestre % Campo Vereda Palmeiral
fimpo

Figura 2.2. Esquema adaptado das principais fitofisionomias do bioma Cerrado, segundo
Ribeiro & Walter (1998). Fonte: Ribeiro & Walter (2001) In: Soares (2009).

As Formacdes Florestais representam as areas com predominancia de espécies
arbéreas e formacao de dossel, constituidas por quatro grupos distintos: Mata Ciliar, Mata
de Galeria, Mata Seca e Cerraddo. As formacdes Savanicas sdo areas caracterizadas pela
presenca de arvores e arbustos espalhados sobre extrato graminoso, com auséncia da
formacdo de dossel continuo. Essas formacGes englobam quatro grupos principais: Cerrado
sentido restrito, Parque de Cerrado, Palmeiral e Vereda. As Formagdes campestres sao
areas com espécies herbéaceas predominantes, presenca de algumas espécies arbustivas e
raras aparicbes de arvores de paisagem. Ocorrem nessas formacdes o Campo Sujo,
Rupestre e Limpo. Sua fisionomia mais comum é o Cerrado sensu stricto, formacao
caracteristica que apresenta arvores baixas, inclinadas, tortuosas, com ramificacdes
irregulares, retorcidas e comumente com evidéncia de queimadas (Pinto, 1993; Chaves &
Naves 1998; Sano & Almeida, 1998; Ribeiro & Walter, 2001; Machado et al., 2004).

2.1.3 Ocupacao do Cerrado

Com toda essa biodiversidade, o Cerrado é considerado como uma das 25 areas

mais ameacadas do planeta. Inicialmente acreditava-se que o bioma ndo possuia capacidade
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de producdo agricola que atendesse aos interesses comerciais. No entanto, nas Ultimas
décadas, este cenario mudou. O desenvolvimento da regido com a expansdo rodoviaria,
populacional, imobiliaria e agropecuaria comegou a promover a devastacdo da vegetacao
nativa, 0 que comprometeu seriamente a manutencdo de varias espécies da flora e fauna. A
area ja desmatada para o Cerrado até o ano de 2002 era de 54,9% da area original (Figura
2.3) (Myers et al., 2000; Costa, 2004; Machado et al. 2004; Klink & Machado, 2005).

Cerca de 700.000 km? das areas do Cerrado sofreram agdo antropica. As areas
abertas para introducdo de pastagem para a criagdo de gado de corte e a degradacéo da
vegetacdo silvestre para a expansdo da agricultura, principalmente na forma de
monocultura, representou a principal causa de desmatamento (Naves, 1999). Essa
transformacéo da agricultura brasileira aconteceu a partir dos anos de 1960, proveniente da
interiorizacdo do pais pelo governo. Nessa ocasido o Cerrado tornou-se estratégico na
incorporacdo de novas areas, devido as suas caracteristicas fisico-quimicas e geograficas,
que possibilitaram a expansdo agropecudria nos moldes da “Revolugdo Verde”. Porém, na
visdo de agricultores e técnicos, vindos de outras regifes, o bioma era pobre em recusos
vegetais e, portanto, a substituicdo de vegetacdo nativa por espécies cultivadas ndo traria
nenhuma perda em termos de recursos naturais. Junto com os beneficios vieram o0s
problemas tanto de ordem ambiental e econdmico, quanto social. Centenas de milhares de
hectares de Cerrado nativo foram desmatados para dar lugar a lavouras e pastagens e sua
vegetacdo se transformou em carvdo para suprir as industrias siderdrgicas da Regido
Sudeste do pais. Somente nos Ultimos anos € que passou a ser dada atencdo aos problemas
decorrentes do desmatamento indiscriminado que refletiu principalmente na erosdo

genética e consequiente perda de diversidade (Chaves, 2001, 2006).
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Figura 2.3: A: Mapa resultante da classificacdo das imagens de satélite do sensor MODIS
(Moderate Resolution Imaging Spectroradiometer) que indica as areas originais
e desmatadas na parte central do Cerrado e os principais blocos remanescentes
de vegetacdo nativa. B: Distribuicdo espacial das classes de uso da terra no
Bioma Cerrado no ano de 2002. Fonte: Machado et al. (2004); Sano et al.
(2008).

A biodiversidade pode ser vista como um recurso e como uma propriedade da
vida. A singularidade dos trdpicos reside exatamente em uma explosao de diversidade em
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seus ecossistemas, que se reflete em grande complexidade. A perda de biodiversidade
gerada pelo avanco agricola no Cerrado é preocupante, devido a destruicdo das
comunidades nativas de espécies vegetais, e consequente substituicdo por monoculturas
agricolas, reflorestamentos monoespecificos e pastagens, sem deixar amostras das formacdes
vegetais que possam funcionar como banco genético e refugio da fauna e flora (Kageyama
& Lepsch-Cunha, 2001; Youneés, 2001).

2.2 ESPECIES FRUTIFERAS DO CERRADO

Nos Ultimos anos a tentativa em divulgar o potencial de utilizacdo de espécies
do Cerrado ganhou muitos adeptos, visto que essas plantas sdo atrativas para a exploracao
pelo homem devido suas propriedades alimenticias, medicinais, ornamentais, forrageiras,
apicolas, produtoras de madeira, cortica, fibras, 6leo, tanino, material para artesanato entre
outros (Almeida et al. 1998). Dentre as inimeras espécies vegetais existentes no Cerrado
as frutiferas destacam-se por representarem complemento alimentar na zona rural, bem
como apresentarem possibilidade de utilizacdo agricola. Ha um mercado potencial, porém
explorado quase que exclusivamente por vendedores ambulantes e feirantes que coletam os
frutos em éareas naturais de Cerrado, uma vez que ndo ha cultivos comerciais dessas
espécies (Chaves & Naves, 1998; Aguiar & Camargo, 2004).

O bioma apresenta um grande nimero de familias botanicas, que oferecem
diversidade de frutos comestiveis de formas variadas, cores atrativas e sabor caracteristico
como piqui, baru, jatoba, araticum, cagaita, mangaba, cajuzinho-do-campo, aracé e pera-
do-campo. Esses frutos podem ser comercializados e consumidos tanto in natura ou na
forma de produtos derivados como sucos, licores, sorvetes, doces e geléias com grande
aceitacdo popular. Além do interesse na area alimenticia, as espécies frutiferas do Cerrado
possuem finalidades multiplas tais como: uso em &reas de protecdo ambiental,
reflorestamento; protecdo de nascentes e margens de rios e lagos; utilizacdo em hortos
florestais, parques, pracas, jardins e areas de lazer além das propriedades medicinais
encontada em varias espécies. Outro fator relevante € que os frutos constituem ainda uma
importante fonte de alimentos para animais silvestres do bioma Cerrado como passaros,
roedores, tatus, canideos e mesmo para o gado. Alguns animais silvestres funcionam como

dispersores naturais de sementes, o que permitiu, ao longo dos tempos, um processo de co-
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evolugéo entre plantas e animais (Aguiar & Camargo, 2004; Chaves, 2006; Narain et al.
2006).

Atualmente ha uma necessidade de estudos sobre as frutiferas, de forma a
minimizar os efeitos da acdo do homem sobre o Cerrado, contribuir para a preservacao
destas espécies e estabelecer condi¢Ges para sua incorporagdo ao processo produtivo. A
maioria das plantas se encontra em estado silvestre, 0 que resulta em muita variacdo dentro
da mesma espécie e, de acordo com o local de ocorréncia, hd grande diferenciagdo com
relacdo ao formato, tamanho e cores de frutos e altura de plantas. Varias pesquisas sao
conduzidas para conhecer melhor as espécies sob 0s aspectos genético, ecoldgico,
fisiologico entre outros, porém, nenhum programa de domesticacao foi realizado até agora,
0 que tras uma grande limitacdo na oferta do produto. Com isso o mercado fica na
dependéncia da producdo natural de frutos. Um programa eficiente de domesticacdo e o
cultivo dessas espécies em lavouras comerciais poderiam solucionar o problema,
padronizar a oferta e evitar o intenso extativismo predatério que ocorreu nos Utimos anos.
(Silva et al., 1997)

2.3 A MANGABEIRA

2.3.1 Taxonomia e nomenclatura

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) é uma arvore frutifera que
pertence ao Reino Plantae, Divisdo Magnoliophyta, Classe Magnoliopsida, Subclasse
Asteridae, Ordem Gentianales, Familia Apocynacea, e Género Hancornia. Foi uma das
primeiras espécies frutiferas relatada pelos exploradores da costa do Brasil, no século XVI.
O género Hancornia é monotipico, e a unica espécie identificada pelo botanico portugués
Bernardino Anténio Gomes € Hancornia speciosa (Monachino, 1945; Almeida et al, 1998;
Silva Junior & Lédo, 2006).

A palavra mangaba ¢ de origem indigena (ma’gawa) e significa “coisa boa de
comer”, sua maior caracteristica, uma vez que fruto é apreciado em decorréncia das
excelentes caracteristicas organolépticas e do elevado valor nutritivo que apresenta. A
mangaba pode ainda ser referenciada como corruptela de “mongaba”, que quer dizer grude
ou visco, em alusdo ao latex exsudado pela planta. Os indios guaranis do Paraguai a

chaman de “manga-icé” e, os tupis de “tembit-catu”, talvez seja uma corruptela de “timia-
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catu”, que significa “comida boa”. Em Sergipe era conhecida como fruta-de-doente, em
razdo dos frutos, quando maduros, supostamente curarem doengas estomacais. Além da
denominacgdo “mangaba”, ha outras variantes usadas para nomear o fruto e a arvore no
Brasil: mangabeira, mangaiba, mangabiba, mangalva, mangareiba, mangava, manguba,
mangabeira-agreste, mangabeira-brava, mangaba-das-caatigas, mangabinha-das-caatingas,
mangabeira-do-norte, mangabeira-mansa, mangabeira-ovo, mangabeira-rana, mangabeira-
branca, mangabeira-vermelha, mangabeira-de-goids, mangabeira-de-minas, tembid,
tembiucatinga e catu (Silva Junior, 2004; Silva Junior & Lédo, 2006).

2.3.2 Ocorréncia e distribuicao natural

E uma planta semidecidual, nativa do Brasil, comum em clima tropical,
principalmente em éareas de vegetacdo aberta como o Cerrado, Tabuleiros, Restingas e até
mesmo, em Dunas. Tem ampla distribuicdo geografica encontrada nas regides Sudeste,
Norte, Centro-Oeste e Nordeste, com abundancia nas areas de tabuleiros costeiros e
baixadas litoraneas da Regido Nordeste (ocorre desde o Estado do Amapa até S&o Paulo).
Ha relatos de sua ocorréncia também no Parana e no Amazonas. Porém, ndo em areas de
florestas. Fora do Brasil ja houve registro da espécie na Bolivia, Paraguai, Chaco da
Argentina e Peru (Nogueira & Albuquerque, 2006; Silva Junior et al., 2006). Em um
levantamento efetuado por Naves (1999), a espécie foi uma das mais freqiientes, com
ocorréncia em 32 das 50 areas de Cerrado de Goias prospectadas. Ribeiro & Walter (1998)
citam a mangabeira com uma das 26 espécies com ocorréncia em pelo menos 50% de 98
areas de Cerrado stricto sensu levantadas e, portanto uma das mais frequientes entre as 534
espécies arbdreas encontradas. Segundo Giacometti (1993), os principais centros de
diversidade genética associados a mangabeira sdo: Costa Atlantica e Baixo Amazonas,
principalmente Para e Amapa; Nordeste/Caatinga, sobretudo as &reas de tabuleiros de
savana e zonas de transicdo Catinga-Cerrado; Brasil Central/Cerrado; Mata Atlantica, nas

areas de cerrados litoraneos e restingas (Figura 2.4).
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Figura 2.4: Centro de diversidade de espécies futiferas do Brasil. 1) Alto Noroeste/Rio
Negro; 2) Costa Atlantica e Baixo Amazonas; 3) Roraima/Manaus; 4) Oeste do
Amazonas/Solimdes; 5) Sudoeste  Acre/Rondonia; 6) Centro
Nordeste/Caatinga; 7) Sul-Sudeste; 8) Brasil Central/Cerrado; 9) Mata
Atlantica (9A: Nordestes — da costa do Rio Grande do Norte e alagoas, 9B:
Bahia/ Espirito Santo/ Vale do Rio Doce — do lotoral de Sergipe ao Espirito
Santo;); 10) Brasil (Mato Grosso e Mato Grosso do sul)/Paraguai. Os principais
centros de diversidade genética associados a mangabeira sdo: Centro 2, 6, 8,
9A e 9B. Fonte: Giacometti (1993), In: Silva Junior et al. (2006).

2.3.3 Fenologia e Morfologia

A mangabeira € uma arvore perene, de porte médio, com altura que varia de 4
m a 7 m e pode atingir até 15 m de altura. E glaba ou pubescente, dotada de copa
arredondada e ampla (Figura 2.5). O crescimento é lento. O tronco é geralmente Unico
tortuoso ou reto, com 0,2 m a 0,3 m de diametro, de aspecto aspero. Os ramos sdo
inclinados, numerosos, separados e bem formados, revestido por casca suberosa mais ou

menos aspera, de 20 cm a 30 cm de diametro. Os ramos jovens sdo de coloragéo violAcea,
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lisos até um ano de idade, meio angulosos, curtos, com poucas folhas, floriferos no &pice.
Apresenta caule rugoso e aspero com duas ou trés bifurcacfes na altura média de 40 cm a
50 cm da base. A raiz é pivotante profunda, circundada de raizes secundarias bem
desenvolvidas, dispostas obliqguamente em relacéo a principal (Monachino, 1945; Almeida
et al, 1998; Silva Junior, 2003; Silva Junior & Lédo, 2006).

Figura 2.5: Planta adulta de mangabeira. Foto: Lazaro José Chaves (2008).
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As folhas sdo simples, pecioladas, geralmente deciduas, opostas,
uniformemente espacadas, brilhantes, coriaceas, elipticas, oblongo ou eliptico-lanceoladas
nas duas extremidades, as vezes obtuso-subacuminadas no apice, e possui de 3,5 cm a 10,0
cm de comprimento por 1,5 cm a 5,0 cm de largura, de coloracdo avermelhada quando
novas e ao cairem (Figura 2.6). S&o ainda glabras nas duas faces ou pubescentes, olivaceo-

enegrescentes na face ventral, mas descoradas na dorsal; peciolo de 3 mm a 15 mm, axilar,

fino, glabo ou pubescente, biglanduloso (Monachino, 1945; Almeida et al, 1998; Silva
Junior, 2003; Silva Junior & Lédo, 2006).

"4,
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s o S E SN 5 % A H.' s var's peaosa

Figura 2.6: Progénies de mangabeira pertencentes ao banco de germoplasma da
Universidade Federal de Goias e representam as variedades botanicas H.s. var
pubescens, H.s. var cuyabensis, H.s. var gardneri e H.s. var speciosa. Destaque
para as folhas de mangabeiras e microestrutura foliar de mangabeiras. Foto:
Lazaro José Chaves (2008), Rita Devos Ganga (2008) e Tulio Carmo (2009).

Em uma revisdo taxonémica da espécie foram aceitas seis variedades botanicas
que se diferenciam por caracteristicas morfoldgicas, principalmente relacionadas a folha e
a flor (Tabela 2.1): H. speciosa Gomes (variedade tipica) ou H. speciosa var. speciosa, H.
speciosa var. maximiliani A. DC., H. speciosa var. cuyabensis Malme, H. speciosa var.
lundii A. DC., H. speciosa var. gardneri (A. DC.) Muell. Arg., H. speciosa var. pubescens
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(Nees. et Martius) Muell. Arg., (Monachino, 1945; Silva Janior, 2003; Silva Junior &
Lédo, 2006). Rizzo & Ferreira (1990) relataram a existéncia das variedades botanicas H.
speciosa var. speciosa, H. speciosa var. gardneri (A. DC.) Muell. Arg.e H. speciosa var.
pubescens (Nees. et Martius) Muell. Arg., no estado de Goiés. A variedade tipica speciosa
ocorre nas regides da divisa com Bahia, Piaui e Maranh&o e estende-se até o paralelo 13°S,
portanto no atual Estado do Tocantis. As outras duas tém distribuicdo em quase todo
estado de Goias (Chaves, 2006). Segundo Silva Junior, 2003, a variedade botanica H.
speciosa var. cuyabensis tem ocorréncia no Mato Grosso. Ja H. speciosa var. maximiliani

A. DC. E H. speciosa var. lundii A. DC., séo encontradas no Estado de Minas Gerais.

Tabela 2.1: Diferengas morfoldgicas entre as variedades botanicas de H. speciosa Gomes.

Var. Botanica

Peciolo

Limbo

Informagdes diversas

H. speciosa Gomes

9al5mmde
comprimento

6 cm de comprimento e 2
cm de largura

Pedicelos glabos, Célice
glabro ou raramente
pubescente externamente

H. speciosa var.
maximiliani A. DC

Cerca de 8 mm de
comprimento

5 a 6 cm de comprimento e
2,0a2,5cmde largura

H. speciosa var.
cuyabensis Malme

cerca de 3 mm de
comprimento

4 a 10 cm de comprimento
e 1,5a3,0 cmde largura

Corola grande, glabra
externamente, calice glabro
externamente

H. speciosa var.
lundii A. DC

3a5mmde
comprimento

5a 7 cm de comprimento e
3 cmde largura

Pedicelos pubescentes,
Corola com l6bulos
pubescentes externamente,
calice cerdoso-pubescente
externamente

H. speciosa var.
gardneri (A. DC.)
Muell. Arg.:

Curtocom3 a5 mm
de comprimento

7 a 10 cm de comprimento
e cerca de 4 cm de largura.
glabo na face dorsal ou
pubescente na parte
inferior da nervura central

H. speciosa var.
pubescens (Nees. et

Martius) Muell. Arg.:

Curtocom3a5mm
de comprimento,
pubescente

pubescente na parte
inferior, com 6 a 12 cm de
comprimento e 3 a6 cm de
largura

Corola maior com lébulos
cerdoso-pubescente na parte
inferior da nervura central ;
Ramos densamente
pubescentes

A existéncia de variedades botanicas diferentes pressupde uma historia
evolutiva com restricdo ao fluxo génico por um longo periodo de tempo. Portanto, a
diferenciacdo observada entre a variedade H.s. var. speciosa e as demais, pode relacionar-
se a mecanismos de isolamento por distancia, uma vez que ocorrem em regides distintas.
Esse isolamento poderia ser resultado de colonizagdo feita por diferentes populagcOes
ancestrais. A diferenciacdo morfoldgica do tamanho do peciolo e limbo foliar € marcante e
facilmente reconhecivel a campo. Porém, na regido limitrofe de ocorréncia da variedade

speciosa (nordeste de Goias, na divisa com Bahia) é possivel observar plantas com
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caracteristicas intermediarias, o que leva a hipotese de hibridacdo entre os dois tipos
(Coelho e Valva, 2001; Chaves, 2006).

As flores séo brancas hipocrateriformes, com tubo floral longo e estreito (3 cm
a 4,5 cm de comprimento), actimorficas (Figura 2.7). Apresenta cinco sépalas ciliadas. Os
estiletes dos cinco estames estdo inseridos na metade superior do tubo floral. Entre os
estiletes encontram-se orificios com cerca de 1 mm de didmetro, por onde passam as pec¢as
bucais dos visitantes florais. Os orificios estendem-se em direcdo a base do tubo floral,
delimitados por dez fileiras de pélos. Cinco fileiras formadas de pélos relativamente
grossos estdo situadas sobre os locais de inser¢do dos estiletes e s&o intercaladas por outras
cinco fileiras de pélos mais finos. Juntas, estas fileiras agem como guias das pecas bucais
dos visitantes em direcdo a base da corola. A cerca de 1 cm da base da corola, ha apenas as
fileira de pélos grossos (Monachino, 1945; Silva Junior & Lédo, 2006; Souza & Lorenzi,
2008).

Figura 2.7: Flores de mangabeira. Foto: Lazaro José Chaves (2008).

As inflorescéncias sdo em dicasio ou cimeira terminal em ramos novos, com
duas a quatro ou até cinco flores hermafroditas em forma de campénula, ocasionalmente

flores isoladas; corola hipocrateriforme, de pré-floracdo contorcida, branca e
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posteriormente rosea ou amarela, tubulosa e perfumada; lobos de 1,0 cm a 1,5 cm de
comprimento; pedicelos de 6 mm a 8 mm, que desaparecem junto a um célice de 1 mm a 2
mm de comprimento, que € glabro ou pubescente, com cinco lacinios ovais, obtusos, de
margem ciliada. O androceu possui cinco estames, epipétalos; anteras lanceoladas com
aproximadamente 2 mm de comprimento de filetes curtos e deiscéncia rimosa. O gineceu
possui ovario com aproximadamente 2 mm de comprimento unicarpelar, pluriovular e
glabro; estilete longo, com 2,5 cm de comprimento e estigma tipico da familia (em
carretel). Floresce durante os meses de setembro-novembro, ainda com os frutos da florada
anterior. (Monachino, 1945; Almeida et al, 1998; Silva Junior & Lédo, 2006; Souza &
Lorenzi, 2008).

A mangabeira, assim como as outras Apocynaceae, evoluiu um aparelho de
polinizacdo Unico entre as angiospermas, com apresentacdo secundaria de polen. Ha uma
fusdo pos-genital dos &pices dos carpelos, cuja parte superior formard uma cabeca
estigmatica que apresenta uma compartimentalizacdo vertical em trés regiGes: uma apical
para deposicdo de polen enddgeno, seguida por uma secretora que produz uma substancia
adesiva a uma basal com a superficie estigmatica receptiva. As modificacGes evolutivas da
cabeca estigmatica foram acompanhadas por diferenciacGes das anteras o que aumenta o
grau de ligacdo entre estas duas partes da flor. As anteras liberam seu p6len em um espago
acima da cabeca estigmatica que forma uma camara de polen. Desta forma, o pélen nédo
estd disponivel como recurso alimentar para os visitantes florais e o néctar € o Unico
recurso floral coletado. Em busca do néctar, o visitante leva a proboscide ao fundo da
corola. Ao ser retirada, a probdscide é raspada pelo anel inferior de pélos da cabeca
estigmatica, fato que libera o poélen exdgeno na zona receptiva do estigma. Ocorre um
deslizamento para a porcdo média da cabeca estigmatica (coberta pela substancia adesiva
depositada nesta regido), com direcionamento para o centro do tubo que passa pela camara
polinica de onde remove o polen. Portanto para autopolinizar uma flor, o visitante floral
deve inserir as pegas bucais na mesma flor pelo menos duas vezes seguidas. Assim, duas
investidas consecutivas por um individuo em uma mesma flor sdo raros de serem
observado, o que favorece um sistema de polinizacdo cruzada. Os ovarios contém em
média 76 ovulos e os nectarios encontram-se na base da flor (Monachino, 1945; Almeida
et al, 1998; Darrault & Schlindwein, 2006; Silva Junior & Lédo, 2006; Souza & Lorenzi,
2008).
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Segundo estudos realizados no tabuleiro paraibano, a mangabeira floresce de
outubro a janeiro em que o pico da floracdo encontrado ocorreu em novenbro e dezembro e
a frutificacdo de janeiro a abril. A antese das flores inicia-se entre 15 h e 16h30, e perdura
até as 10 h da manha seguinte. As flores abrem e fecham sincronicamente, em que durante
essa abertura hd uma deflex&o da parte livre das pétalas que se recurvam, formando um
angulo maior que 90°C em relagdo ao centro do tubo floral. No dia seguinte a antese, as
flores murcham e torna-se de cor castanha. O odor adocicado liberado pelas flores
intensifica-se ao anoitecer e mantém-se intenso por toda a noite. Por volta das 10 h da
manha seguinte, o odor se encerra (Darrault & Schlindwein, 2006).

H& uma auto-incompatibilidade entre as estruturas de reproducédo, o que torna
a espécie obrigatoriamente dependente de polinizadores (Silva Junior & Lédo, 2006; Souza
& Lorenzi, 2008). Essa auto-incompatibilidade foi constatada por Darrault & Schlindwein
(2006) que realizaram testes manuais de autopolinizacéo e polinizagéo cruzada, bem como
polinizacdo espontanea. Os autores relatam que houve desenvolvimento inicial dos frutos
provenientes de todos os tratamentos de polinizagdo manual; contudo, apenas um
decorrente de autopolinizacdo se desenvolveu e todos o0s provenientes de autopolinizacdo
espontanea foram abortados.

A mangabeira é uma planta que se reproduz naturalmente por alogamia. Ocorre
um tipo de reproducdo andémala, a poliembrionia, que consiste no desenvolvimento de mais
de um embrido por évulo, o que permite o desenvolvimento de mais de uma plantula na
mesma semente germinada. O tipo de dispersao foi classificado como baracorico, que é o
grupo de plantas possuidoras de frutos pesados que, normalmente, caem junto a planta-mae
e, as vezes ali, conseguem se reproduzir ou tém suas sementes transportadas pelos animais
para outros locais (diszoocoria) (Saloméo & Allem, 2001; Silva Junior & Lédo, 2006).

Em estudos realizados por Darrault & Schlindwein (2006), foi constatado que a
flor de mangabeira libera um aroma adocicado ao anoitecer, o que sugere polinizacdo por
esfingideos. Foram registrados 77 individuos de 33 espécies de visitantes florais, todos
insetos. Onze sdo espécies de abelhas (Hymenoptera) e 23 de Lepidoptera. Destas, 50%
sdo espécies de Sphingidae, 39% de Hesperiidae e 9% de Nymphalidae. Os visitantes
diurnos mais comuns foram as abelhas Euglossini (Apidae) e borboletas Nymphalidae. Os
hespirideos foram mais freqiientes nos periodos crepulares matutinos e os esfingideos a

noite.
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Os frutos amadurecem em novembro/janeiro no Nordeste. No Cerrado, 0s
frutos amadurecem em outubro/novembro. Séo do tipo baga, elipsoidal ou arredondado de
2,5 cm a 6,0 cm e podem ocorrer varios tamanhos na mesma planta (Figura 2.8). Quando
maduros, apresentam polpa mole, viscosa, com sabor doce, acido, com boa digestibilidade
(Narain et al., 2006). O peso oscila entre cinco e 50 g. O exocarpo é amarelo, com manchas
ou estrias avermelhadas, polpa de sabor suave, doce, carnoso-viscosa, acida. Contém
geralmente de duas a 15 ou até 30 sementes discdides (chatas) de 7 mm a 8 mm de

diametro, castanho-claras, delgadas, rugosas, com hilo no centro.

Figura 2.8: Frutos de mangabeiras. Foto: Lazaro José Chaves (2008).

A mangabeira desenvolve-se em temperatura média de entre 24°C ¢ 26°C,
porém € possivel ser encontrada em temperaturas minimas ¢ maximas de 15°C a 43°C
respectivamente. Apresenta maior desenvolvimento vegetativo em épocas de temperaturas
mais elevadas. E encontrada em varias altitudes, desde areas ao nivel do mar até 1.500 m.
Por ser uma planta heliofita, € muito exigente em luminosidade. A pluviosidade ideal para
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seu cultivo estd entre 750 mm a 1600 mm anuais, bem distribuida. Tolera periodos curtos
de déficit hidrico, caracteristicos das regides em que se desenvolve. Os solos nos quais se
desenvolve séo pobres e de textura arenosa. Na regido do Cerrado brasileiro, a mangabeira
também esta associada a solos dos tipos concrecionarios e Neossolos Litolicos (Chaves &
Moura, 2003; Nogueira & Albuquerque, 2006).

2.3.3 Potencialidades de uso

Recentemente, o interesse pela cultura da mangabeira no Brasil, e mais
particularmente nas Regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste cresceu substancialmente. Em
Sergipe, 0 preco do fruto ultrapassa o da uva e de outros frutos nobres. Apesar disto, a
producdo continua a ser essencialmente extrativista salvo raras exce¢des. Ndo existem,
ainda, pomares organizados ou implantados com a finalidade de exploracéo racional para a
producdo de frutos. Ha auséncia de plantios comerciais, 0 que demonstra que a producao
de frutos, direcionadas para as industrias, sdo provenientes de plantas remanescentes
(Alves et al., 2006; Lederman & Bezerra, 2006).

Para o consumo do fruto, é possivel obté-lo ao natural, em sucos ou utiliza-lo
para producdo de polpas congeladas, sorvetes, licores, xarope, vinagre, vinhos, geléia,
compotas e doces. O fruto verde é imprdprio para 0 consumo. Em alguns casos, pode ser
venenoso por causar intoxicacdes que levam a morte (Almeida et al, 1998; Narain et al.,
2006; Silva Junior et al., 2006). Embora a fruta seja o principal produto explorado, outras
partes da planta tém aplicacdo na medicina popular como a casca que apresenta
propriedades adstringentes e o ché da folha é usado contra cdlica menstrual. Ha relatos do
uso da entrecasca e da raiz como purgantes, em doencas uterinas e como estimulantes do
fluxo menstrual. O extrato da casca é amargo e em pequenas doses é empregado na
obstrucédo do figado, na ictericia e em doencas cronicas da pele (Almeida et al, 1998; Silva-
Junior, 2004).

Toda mangabeira exsuda latex de cor branca ou réseo-palida. A borracha de
mangabeira embora mole, de elevada plasticidade, enquadra-se perfeitamente em
especificacbes dos padrdes internacionais de classificacdo (Monachino, 1945; Pinheiro,
2003). O latex de mangabeira foi muito explorado durante a Segunda Guerra Mundial na
producdo de borracha para exportacdo, porem, com a domesticacdo da seringueira, esse

quadro mudou devido & oferta do produto a baixo preco. O latex pode ainda ser empregado
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contra inchacos (provocado por pancadas), doencas pulmonares, tuberculose, Ulceras,
herpes e ainda vermes, de acordo com a forma de preparo (Pinheiro & Pinheiro, 2006;
Silva-Junior et al., 2006).

2.3.4 Germinacéao e desenvolvimento inicial

A maior parte de estudos referentes a cultura é concentrada na determinacao
das condic¢des que propiciem maiores taxas de germinacdo e vigor as plantulas, tais como
profundidade de semeio, tipos de substrato, retirada ou nido do tegumento, etc. Fatores
como luz, umidade, aeracdo, temperatura e a presenca de sais ou patdgenos podem
interfereir na porcentagem de germinacdo e no vigor da plantula (Nogueira &
Albuquerqgue, 2006). A utilizacdo de sementes para a formacdo de mudas ainda é o meio de
propagacdo mais comum para a mangabeira. Esse tipo de propagacdo tem como
desvantagens o longo periodo de imaturidade das plantas e a variabilidade genética das
progénies quanto ao crescimento, desenvolvimento, quantidade e qualidade de frutos
produzidos, além de outros caracteres agrondmicos importantes na fruticultura comercial.
O plantio de mudas obtidas por sementes é recomendado, sobretudo, para a recuperacgao de
areas degradadas e recomposicdo da reserva legal das propriedades rurais, pois se trata de
medida que visa reparar, com maxima variabilidade genética, pelo menos em parte, a
diversificada vegetacdo nativa destruida. Essa estratégia, aliada ao estabelecimento de
pomares dessa fruteira, com exploracdo da propagacdo sexuada, possibilitaria o
atendimento da demanda de frutos para o consumo, respeitando os aspectos ambientais
(Pereira, E. et al., 2006).

A semente da mangabeira é considerada recalcitrante e, portanto, a reducéo de
sua umidade pode fazer com que a mesma perca a sua capacidade de germinar. As
sementes devem ser semeadas rapidamente apOs sua retirada do fruto (Nogueira &
Albuquerque, 2006). Essa caracteristica da semente, associada ao fato da alogamia na
espécie, dificulta a propagacdo da mangabeira por métodos tradicionais, uma vez que
resulta no alto grau de variabilidade de muitas caracteristicas de importancia econémica.
Essa variabilidade € importante em programas de melhoramento, que se baseia no
aproveitamento desta variabilidade natural, via sele¢cdo, mas inadequada para o cultivo

econdmico e racional das culturas. E de fundamental importancia, portanto, desenvolver
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métodos eficientes de propagacdo vegetativa, a fim de multiplicar com seguranca
genotipos superiores (Chaves, 2006; Lemos et al., 2006).

Para a introducdo ao cultivo comercial da mangabeira, seria recomendada a
determinacéo de técnicas adequadas de propagacdo. A propagacdo assexuada representaria
uma boa alternativa, pois possibilita a clonagem de plantas selecionadas diretamente na
natureza ou provenientes de hibridacdes dirigidas e mantém seus caracteres desejaveis.
Isso resultaria na formacdo de mudas de alta qualidade e de pomares mais uniformes e
precoces, com maior produtividade e melhor qualidade de frutos, porte mais adequado ao
manejo e a colheita, resisténcia a doencas e outras caracteres importantes na fruticultura.
Porém, é importante levar em consideracdo a auto-incompatibilidade da planta. Nesse caso
seria necessario o plantio de diferentes clones para permitir o fluxo génico. A propagacao
assexuada pode ocorrer de modo natural em certas espécies, por meio de diversos tipos de
propéagulos. Porém, quando a espécie de interesse ndo apresenta reproducdo vegetativa
natural, como a mangabeira, deve-se buscé-la por outros métodos artificiais, como a

enxertia, a estaquia e a cultura de tecidos (Pereira, A. et al., 2006).

2.3.5 Implicagbes para o melhoramento genético e conservagao.

A conservacdo eficiente da variabilidade genética de uma espécie depende,
basicamente, da manutencdo in situ ou ex situ de amostras com tamanho efetivo adequado.
Para espécies nativas, a estrutura genética das populacdes interfere grandemente na
representatividade das amostras. Quando ocorre alguma variacdo entre subpopulaces,
mesmo que percentualmente pequena, torna-se necessario uma amostragem de um elevado
namero de subpopulacdes para garantir um tamanho efetivo adequado (Vencosvsky &
Crossa, 1999; Chaves, 2006). As areas de dispersdo da mangabeira sofrem visivel reducao
e existe uma ameaca de exting¢do, principalmente nos Tabuleiros Costeiros e Baixadas
Litoraneas do Nordeste. A reducdo das areas de dispersdo coincide com a crescente
demanda de frutos nas indudstrias locais de sucos. Na regido Centro-Oeste, existe forte
indicativo da utilizagdo da mangaba e produtos derivados, porém, devido & grande pressao
antropica sobre o bioma Cerrado, a possibilidade de obtencdo de frutos em quantidade e
qualidade, de forma extrativista, tornou-se mais restrita (Lederman & Bezerra, 2003;
Nascimento et al., 2003).
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O aumento da cultura da mangabeira é restringido devido a algumas
caracteristicas da planta. O crescimento lento até atingir a fase reprodutiva, que se da aos
4-5 anos de idade, e a forte sazonalidade, os frutos s6 podem ser coletados 3-4 meses ao
ano. Essas dificuldades poderiam ser resolvidas a partir de praticas culturais adequadas e
programas que visem a conservacao e o melhoramento genético da planta (Lederman &
Bezerra, 2006). As plantas ndo recebem qualquer tipo de manejo que potencialize sua
capacidade produtiva. Para o incremento da producdo de mangabas é necessario que
cultivos dessa planta sejam estabelecidos em locais que sustentem fortes populacdes de
polinizadores. E favoravel que a plantagio esteja inserida em uma matriz de vegetacdo
natural que apresente uma alta heterogeneidade ambiental e uma elevada diversidade de
espécies vegetais que fornecam alimento para os polinizadores adultos em periodos em que
a mangabeira ndo esteja florida, sitios de nidificacdo para abelhas; fontes de alimento para
larvas e recursos florais, como perfumes e resinas, para manutencdo de Euglossini.
(Darrault & Schlindwein, 2006; Vieira Neto, 2006).

A mangabeira pode ser considerada uma espécie tipicamente selvagem. Os
poucos plantios em sistemas agricolas foram feitos a partir de sementes coletadas em
matrizes selvagens, com um minimo de selecdo, o que é insuficiente para provocar
mudancas nas caracteristicas e habitos da espécie. Em decorréncia da grande variabilidade
genética propria das populacfes selvagens, qualquer programa de melhoramento genético
deve se basear, de inicio, no aproveitamento desta variabilidade natural, via selecdo. Duas
estratégias de melhoramento seriam aplicaveis a espécie para este fim: uso de variedades
de polinizacdo aberta, propagadas via semente e selecdo visando o plantio comercial de
clones, via propagacdo sexuada. No caso do uso de variedades de polinizagdo aberta
propagada por semente, o0 método mais adequado seria o de selecdo recorrente, que
envolve a selecdo e recombinacdo de plantas ou progénies superiores, 0 que gera uma nova
populacdo em equilibrio de Hardy-Weinberg. Esse esquema tem como objetivo elevar a
frequiéncia dos alelos favoraveis na populagdo provocando alteracdes lentas e cumulativas
ao longo das geracdes de selecdo. Para uma espécie perene, como a mangabeira, 0S
resultados de um programa com esta estratégia sé seriam sentidos a longo prazo. Por outro
lado, é um método seguro e que respeita 0 sistema natural de reproducdo da especie.
Variedades de polinizacdo aberta mantém a variabilidade genética e possuem menor
vulnerabilidade frente a estresses bidticos e abidticos, em relagdo a cultivares homogéneas.

No caso da propagacdo assexuada, a técnica de enxertia j& foi testada com sucesso em
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mangabeira do Cerrado e tem como vantagem adicional o encurtamento do intervalo entre
o plantio e inicio de producéo. A selecdo de clones representa uma alternativa com maiores
possibilidades de ganho em curto prazo e pode ser integrada com a selecdo recorrente em
um programa amplo de melhoramento. Ao integrarem-se as duas estratégias em um
programa de longo prazo, os ensaios de progénies maternas ou o campo de recombinagao
das progénies selecionadas poderiam ser utilizados para selecdo de matrizes para geragao
de novos clones por propagacdo assexuada. Da mesma forma, clones superiores avaliados
em ensaios poderiam ser intercruzados para gerar novas populacdes de selecdo (Dias &
Kageyama, 1991; Chaves, 2006).

2.4 ESTRUTURA GENETICA DE POPULACOES NATURAIS DE PLANTAS

Do ponto de vista genético, uma populagdo é definida como um conjunto de
individuos que compartilham o mesmo pool génico e que convivem em areas de tamanho
suficientemente restrito para que tenham chance de se intercruzarem. As diferencas
genéticas que ocorrem de modo natural entre os individuos envolvem informacdes sobre
sequéncias de DNA que podem resultar em divergéncia genética A diversidade das
espécies representa o alcance das adaptacfes evolucionarias e ecoldgicas das espécies em
determinado ambiente e a sua identificacdo e quantificacdo sdo igualmente importantes
para 0 melhoramento genético, na busca de caracteres Uteis a selecdo (Mayr, 1970;
Falconer, 1987; Primack & Rodrigues, 2001).

A estrutura genética de uma populacdo refere-se a um conjunto de
caracarteristicas genéticas e demograficas resultantes da acdo e das interagdes de varios
mecanismos evolutivos e ecoldgicos e, de alguma maneira, denota a acdo desses processos
no presente e no futuro. Tal estruturacdo pode manifestar entre populacbes
geograficamente distintas, dentro de um gupo local de plantas, ou mesmo nos individuos
de uma progénie. Em condicdes naturais, a manutencdo e a dindmica da estrutura genetica
de uma populagdo resultam da interagdo entre um conjunto complexo de fatores
evolutivos, tais como variagdo no conjunto génico, organizacdo dessa variacdo nos
gendtipos, distribuicdo espacial desses gendtipos, sistema reprodutivo, dispersdao da
progénie no campo, eventos estocasticos e processos de crescimento, mortalidade e
substituicdo que originam as futuras geracBes. A variabilidade genética é introduzida

continuamente nas populages por mutacdo e migracdo de individuos ou genes de outras
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populacdes e € perdida por deriva genética, por endocruzamento €, no caso de genes nao
neutros, pela selecdo natural (Mayr, 1970; Falconer, 1987).

Mutac¢des sdo mudancas na sequéncia dos nucleotideos do material genético de
um organismo e possibilitam variacdes no conjunto de genes da populacdo. Podem ser
causadas por erros de copia do material durante a divisdo celular, por exposi¢do a radiagdo
ultravioleta ou ionizante, mutagénicos quimicos, ou virus. As mutacdes desfavoraveis
podem ter sua frequéncia reduzida na populacdo por meio da selecdo natural, enquanto que
as mutacdes favoraveis podem se acumular, o que resulta em mudancas evolutivas
adaptativas. As mutacBes neutras ndo influenciam a aptiddo dos individuos e podem se
acumular ao longo do tempo devido a deriva genética. Enquanto a mutagao cria variacao, a
recombinacdo reorganiza 0s genes ja existentes nos cromossomos. Esse fenémeno ocorre
na reproducdo sexuada, e se realiza em duas fases consecutivas: gametogénese e
fecundagdo. Associado a isso, 0 crossing-over, aumenta a variabilidade genotipica uma vez
que estabelece novas combinagdes entre 0s genes e aumenta o numero de tipos diferentes
de gametas. Formados os gametas, pode ocorrer a fecundacdo cruzada ou autofecundacéo.
Populacdes de individuos que apresentam fecundacdo cruzada tém maiores possibilidades
de aumentar a variabilidade genética sem adicdo de genes novos do que populacBes de
individuos com autofecundacdo. Nesse sentido algumas espécies, ao longo de sua
evolucdo, desenvolveram varios mecanismos que dificultam a autofecundacdo e
favoreceram a fecundacéo cruzada (Mayr, 1970; Stearns & Hoekstra, 2003).

A selecdo natural é o principal fator evolutivo que atua sobre a variabilidade
genética da populacgdo, pois seleciona genétipos melhores adaptados a uma determinada
condicdo ecoldgica, e elimina aqueles desvantajosos para essa mesma condicdo 0 que,
portanto, tende a diminuir a variabilidade genética. Acredita-se que individuos
homozigotos se adaptam melhor a um ambiente estavel livre de qualquer modificacéo, ja
os individuos heterozigotos teriam uma chance maior em ambientes instaveis, pois teriam
uma maior plasticidade quanto a seus caracteres para se adaptarem a qualquer nova
mudanga. O heterozigoto pode ser mais resistente a qualquer variacdo ambiental, pois
apresenta diversidade em alelos que podem, por sua vez, responder diferentemente aos
desafios do ambiente (Mayr, 1970; Falconer, 1987).

A deriva geneética ocorre apenas em populacdes pequenas. Nestas, qualquer
alteracdo ao acaso pode modificar a freqtiéncia genotipica e levar até mesmo a eliminagéo

de determinados gendétipos. Um caso particular de deriva genética é o principio do
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fundador, que se refere ao estabelecimento de uma nova populagdo a partir de poucos
individuos que emigram da populacdo original. Esses individuos serdo portadores de
pequena fracdo da variacdo genética da populacdo de origem e seus descendentes
apresentardo apenas essa variabilidade, até que genes novos ocorram por mutacdo. Além
disso, essa pequena populagdo sofrera os efeitos dos varios fatores evolutivos, o que pode
resultar na origem de individuos diferentemente adaptados (Mayr, 1970; Falconer, 1987;
Stearns & Hoekstra, 2003).

O sistema reprodutivo pode ser considerado como o fator mais influente na
estrutura genética das populacbes, pois é ele quem determina como as informacdes
genéticas serdo transferidas de uma geracdo a outra, o que influencia diretamente em suas
frequiéncias alélicas e genotipicas. As espécies alégamas mantém a maior parte da sua
variacdo genética dentro das suas populacdes, enquanto que, em espécies autdbgamas, esta
variagao encontra-se, em maior grau, entre populagdes. O sistema misto de reproducéo, por
sua vez, prediz variabilidade genética intermediaria entre espécies de autofecundacdo e
alégamas. Diversos fatores podem afetar o sistema reprodutivo de uma espécie tais como o
tamanho e a densidade populacional, a sincronia no florescimento e os padrdes
fenoldgicos, o grau de estruturacdo genética nas populacBes e a presenca de mecanismos
de auto-incompatibilidade (Mayr, 1970; Falconer, 1987; Futuyma, 1992).

Os processos imigratorios permitem a introducdo de genes novos e contribuem
consequentemente para o aumento da variabilidade genotipica da populacdo. O resultado
disso é um fluxo génico, que tende a diminuir as diferencas genéticas entre as populacées
de uma mesma espécie. A importancia do fluxo génico esta em contrapor os efeitos da
deriva genética e pode ser quantificado por meio de medidas diretas (fluxo génico
contemporaneo, baseados em observacGes no movimento dos vetores de pélen e sementes,
na marcacdo do polen e sementes, ou na identificacdo de alelos ou gendtipos migrantes,
com o uso de corantes, marcadores morfoldgicos e analise de paternidade) ou indiretas
(fluxo génico historico; baseiam-se na distribuicdo da diversidade genética entre
populagdes) (Mayr, 1970; Falconer, 1987; Futuyma, 1992).

Quando o fluxo génico é restrito, as subpopulagdes tendem a um menor
tamanho efetivo e maior endogamia e, como resultado, maior probabilidade de se
diferenciarem. O tamanho efetivo de uma populacdo é o nimero de individuos que
efetivamente participam na reproducdo e que contribuem para a geragdo seguinte. Em

populacOes naturais ocorre a sobreposicdo de geragdes. H4, portanto individuos que ainda
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ndo atingiram a idade reprodutiva e outros que j& a ultrapassaram. Para fins genéticos,
essas duas categorias ndo contam para o tamanho efetivo da populagdo e assim, muitas
vezes o0 tamanho efetivo costuma ser inferior ao tamanho da populacdo. Outros fatores
contribuem para a reducdo desse tamanho, como o numero desigual de individuos
masculinos e femininos, as diferencas de fertilidade entre eles, o assincronismo no
florescimento. Além disso, depende dos niveis de endogamia e parentesco existentes na
populacdo e, portanto, quanto maiores estes niveis, menor é a representatividade genética
dos individuos (Mayr, 1970; Falconer, 1987; Futuyma, 1992).

Uma populagdo de tamanho infinito, que pratica cruzamentos ao acaso, esta em
equilibrio de Hardy-Weinberg quando suas freqliéncias alélicas e genotipicas ndo se
alteram nas sucessivas geracdes, e ha total auséncia de migracdo, mutacao, selecdo e deriva
genética. Baseado nesse principio € possivel o célculo da freqiiéncia dos gendtipos, a partir
das freqliéncias dos alelos. Os estudos sobre andlise de estrutura genética das populagdes
teve inicio com as estatisticas-F (que refletem a caracterizacdo dos niveis de diversidade e
a distribuicdo da variabilidade genética entre e dentro das populacdes) e conta hoje com
outras formulacdes mais recentes, tais como analise de variancia de frequéncias alélicas
(Weir, 1996) e a analise de variancia molecular (Excoffier et al., 1992). Entretanto, essas
técnicas permitem apenas uma descricdo geral da heterogeneidade espacial existente.
Inferéncias sobre a atuagdo dos processos microevolutivos nas populagdes devem ser
efetuadas mediante analises de autocorrelacdo e comparacdo de matrizes (Telles, 2000;
Telles et al., 2001a; Telles et al., 2001b).

A caracterizacdo da variabilidade genética dentro de populacdes é efetuada a
partir de medidas de diversidade intrapopulacional, como a porcentagem de locos
polimorficos; nimero médio de alelos por loco polimorfico; heterozigozidade média
observada por loco; heterozigose meédia esperada por loco e o nimero efetivo de alelos.
Um determinado alelo, em um grupo de individuos dipléides, tem como freqiiéncia duas
vezes 0 numero de individuos homozigéticos para o alelo, mais 0 numero de individuos
heterozigotos no grupo. Em amostras grandes é maior a chance de se detectarem alelos
raros, pois o numero de alelos observados por loco aumenta em fungdo do tamanho da
amostra (Mayr, 1970; Falconer, 1987). O grau de heterozigosidade esperada é considerado
a medida mais completa de variabilidade geneética intrapopulacional, pois sumariza a
variacdo genética de uma populacdo numa Unica estatistica. Como medida de

variabilidade, tem como principais vantagens a sua relativa insensibilidade ao tamanho
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amostral, quando comparada a outras medidas e a facil interpretacdo do seu significado.
Como desvantagem, tem a dependéncia da freqiiéncia dos dois alelos mais comuns (Nei,
1972, 1978; Weir, 1996).

Os estudos relativos a organizacdo da variabilidade ou estrutura genética das
populagdes naturais de plantas pemitiram grandes avangos no conhecimento relativo aos
processos microevolutivos e, conseqlientemente, nas estratégias de domesticacdo, manejo e
conservacao dessas especies. A conservacdo deveria ser pensada de forma a preservar a
méaxima variabilidade genética dentro das espécies, pois existe uma relacdo entre extincao
e variabilidade genética. A perda da variabilidade genética reduz a capacidade das
populacbes em se adaptarem a mudangas ambientais, 0 que as pressiona rumo a extingao.
Do ponto de vista da conservacdo genética, a perda de uma parte da populacéo subdividida
em estruturas de familias pode ser tdo critica quanto a perda de uma populacdo inteira. Ao
conhecer o gendtipo e seus efeitos fenotipicos é possivel entender como atua a selecdo e
quais as direcdes tomadas para que os seres vivos evoluam (Vencovsky, 1987; Moraes et
al., 1999; Auler, 2004).

Qualquer que seja a estratégia de manejo de uma espécie € essencial que se
conheca a estrutura da variabilidade genética da populacdo ou das populacdes que se
deseja conservar. Basicamente, duas estratégias podem ser utilizadas para estudo da
estrutura da variabilidade genética de populacbes: estudo de caracteres quantitativos a
partir do estudo de progénies e procedéncias e uso de marcadores moleculares. O estudo de
progénies é uma estratégia muito util quando se deseja promover a selecdo de genotipos
superiores para fins de melhoramento genético e também uma forma de conservagao in
vivo e ex situ de amostras de progénies de espécies nativas perenes. Ja a utilizacdo de
marcadores moleculares apresenta como principal vantagem a facilidade de uso e a nédo
interferéncia das variaces ambientais. Além disso, permite o conhecimento genético de
material vegetativo de plantas adultas coletadas em campo e possibilita a avaliacdo de
grandes amostras de populagdes a um custo relativamente baixo e em um tempo muito
menor que aquele necessario para estudos com progénies. Essa técnica mostra-se indicada
para estudos que envolvem espécies ainda desconhecidas geneticamente, como é o0 caso da
maioria das especies nativas, por permitirem a estimativa de importantes parametros
geneéticos em curto tempo (Chaves, 2006).

Outro aspecto relevante nesse contexto é que a conservagdo eficiente da

variabilidade genética de uma espécie depende, basicamente, da manutencdo in situ ou ex
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situ, de amostras com tamanho efetivo adequado. Para espécies nativas, a estrutura
genética das populagdes interfere grandemente na representatividade das amostras. Quando
ocorre alguma variagéo entre subpopulaces, mesmo que percentualmente pequena, torna-
se necessario uma amostragem de um elevado numero de subpopulacgdes para garantir um
tamanho efetivo adequado. Um programa voltado para o aproveitamento de uma espécie
nativa como a mangabeira poderia ganhar em eficiéncia ao integrar o uso de marcadores
moleculares com o estudo de caracteres quantitativos a partir da avaliacdo de progénies e
procedéncias. Essas duas metodologias aliadas facilitariam a definicdo de estratégias para
coleta de sementes para estudo de progénies, para alocacao de areas de conservacdo in situ,
ou para definicdo de um programa de manejo sustentavel (Vencovsky & Crossa, 1999;
Chaves, 2006).

2.5 MARCADORES MOLECULARES

2.5.1 Aspectos gerais

Marcador é todo fator morfoldgico, fisioldgico ou genético passivel de ser
identificado e que permita o estudo comparativo de genotipos. Os primeiros marcadores
utilizados pelos naturalistas para identificacdo, descricdo e classificacdo dos seres vivos
foram os morfologicos. Apesar de diferentes caracteres poderem ser utilizados como
marcadores morfoldgicos, o efeito do ambiente, a acdo génica, a pleiotropia e epistasia sao
fatores que podem dificultar a sua avaliagdo, uma vez que a maioria esta ligada a
caracteristicas de plantas adultas como flores, frutos e sementes. Além disso, varios alelos
exibem variagcdo continua e um alto grau de plasticidade fenotipica. O baixo ndmero de
marcadores morfoldgicos diminui também a probabilidade de se encontrarem associacdes
significativas entre estes marcadores e genes de importancia econémica (Milach, 1998;
Zucchi, 2002).

Com o desenvolvimento dos marcadores isoenzimaticos, seguido pelo uso de
técnicas de biologia molecular, ocorreu o surgimento de métodos para deteccdo de
polimorfismo genético diretamente no DNA,; assim, o nimero de marcadores genéticos
disponiveis aumentou significativamente. As tecnologias de analise molecular da

variabilidade do DNA permitiram determinar pontos de referéncia nos cromossomos,
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tecnicamente denominados “marcadores moleculares”. Por marcador molecular define-se
todo e qualquer fendtipo molecular oriundo de um gene expresso, como no caso de
isoenzimas, ou de um segmento especifico de DNA (correspondentemente a regides
expressas ou nao do genoma). Marcadores isoenzimaticos sdo muitas vezes chamados de
marcadores bioquimicos. A sequéncia de nucleotideos e a fun¢do de um marcador
molecular podem ou n&o ser conhecidas e, em geral, sdo desconhecidas. Ao se verificar 0
seu comportamento de acordo com as leis basicas de heranca de Mendel, um marcador
molecular é adicionalmente definido como marcador genético. Isto é feito, por exemplo, ao
estudar o comportamento do marcador em uma populacdo segregante (Ferreira &
Gratapaglia, 1998; Milach, 1998; Faleiro, 2007).

2.5.2 Marcadores baseados em DNA

Os distintos tipos de marcadores moleculares que surgiram apds as izoenzimas
diferenciam-se pela tecnologia utilizada para revelar a variabilidade no DNA, pelo
polimorfismo molecular, expressdo genética, distribuicdo no genoma, custo e operacéo.
Podem ser classificados em dois grupos, segundo as metodologias de hibridizacéo e a
amplificacdo via PCR (Milach, 1998; Griffiths et al., 2006). A hibridizagdo in situ é uma
técnica em que se utilizam "sondas" especificas construidas a partir de nucleotideos
complementares de segmentos conhecidos do DNA ou RNA que se deseja identificar. Para
permitir a visualizacdo da reacdo entre as moléculas de DNA ou RNA em estudo e as
sondas, estas podem ser associadas a moléculas radioativas, fluorescentes ou biotiniladas.
Nos anos de 1980, foi desenvolvido por Kary Mullis uma tecnologia simples e eficiente
denominada reacdo em cadeia da polimerase — PCR (Polimerase Chain Reaction). Esse
processo permitiu a multiplicacdo in vitro e em escala exponencial de cdpias de um
segmento especifico de DNA, na presenca da enzima DNA polimerase. A reacdo de PCR
se baseia na reassociacdo e extensdo enzimatica de um par de iniciadores que delimitam a
sequéncia de DNA de fita dupla, os iniciadores sdo sintetizados artificialmente e sdo
complementares as regides que flanqueiam a regido alvo. Cada ciclo de PCR envolve trés
etapas: desnaturacdo com elevacao da temperatura de 92°C a 95°C, anelamento, em que a
temperatura é rapidamente reduzida em média para 45°C a 60°C, e extensdo que ocorre

guando a temperatura é elevada para 72°C. Este ciclo é repetido por véarias vezes e, ao final
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da reacdo, h&d uma grande quantidade de DNA de uma seqiiéncia especifica de interesse
(Mullis & Faloona, 1987; Innis et al., 1990; Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Existem diferentes tipos de marcadores moleculares, e cada um deles apresenta
suas vantagens e desvantagens. A escolha do tipo de marcador molecular a ser utilizado em
determinado estudo depende, entre outros fatores, do objetivo do estudo, da infra-estrutura
disponivel, dos recursos financeiros, da disponibilidade de recursos humanos com
treinamento apropriado e do nivel de conhecimento da genética molecular da espécie a ser
estudada. Entre as vantagens dos marcadores cita-se a obtencdo de um ndmero
praticamente ilimitado de polimorfismos genéticos, a identificacdo direta do genétipo sem
influéncia do ambiente, a possibilidade de deteccdo em qualquer estadio do
desenvolvimento da planta ou a partir de cultura de células ou tecidos e a possibilidade de
gerar maior quantidade de informacdo genética por loco. Estes diferentes tipos de
marcadores moleculares permitem estudos de evolucdo, de diversidade genética inter e
intra-especifica, de identidade, origem genética e identificagdo de novos variantes, e gera
informacBes importantes para subsidiar diferentes acfes de pesquisa desde a coleta até a
utilizacdo dos recursos genéticos em programas de melhoramento. Para estudos
populacionais atualmente sdo muito usados os marcadores co-dominates por fornecer
informacgdes que d&o subsidios para entender a dindmica evolutiva das espécies e, auxiliar
na adoc¢do de estratégias de conservacdo, melhoramento genético e manejo de populacdes
naturais (Faleiro, 2007).

2.5.3 Marcadores microssatélites

Marcadores Moleculares Microssatélites, também conhecidos por SSR (Simple
Sequence Repeat ou Repeticbes de Seqiiéncias Simples), STMS (Sequence Tagged
Microsatellites ou Sitios de Sequiéncias Marcadas), STR (Short Tandem Repeats ou
Repeticdes Curtas em Tandem) ou SSLP (Single Sequence Length Polymorphisms ou
Polimorfismo no Comprimento de Sequéncias Simples), correspondem a repeticdes em
tandem de 1-6 pares de bases (Epplen et al., 1982, Hamada et al., 1982; Goldstein &
Schlotterer, 1999). Os microssatélites foram inicialmente estudados no genoma humano
(Hamada et al., 1982; Litt & Luty, 1989) e posteriormente, foram identificados em
diferentes espécies: camundongo (Love et al., 1990); rato (Serikawa et al., 1992); porco
(Moran, 1993), aves (Cheng & Crittenden, 1994); peixe (Estoup et al., 1993), insetos
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(Tautz & Ranz, 1984), levedura (Tautz & Ranz, 1984) e procariotos (Sreenu et al., 2003).
Foram descritos em plantas pela primeira vez por Condit & Hubbell (1991), que
detectaram a presenca das repeticbes (AC)n e (AG)n. Morgante & Oliveieri (1993)
constataram em 34 espécies vegetais a presenca de microssatelites, em que o dinucleotideo
AT foi o elemento repetido mais comum. Entretanto tem-se observado uma grande
quantidade de microssatélites constituidos por repetices GA e GT em diversas espécies de
plantas. As repeticbes CA sdao bem menos freqlientes em plantas que em animais.

Em plantas, os microssatélites estdo preferencialmente associados a regifes
transcritas do genoma, especialmente as regides ndo traduzidas. A implicagéo direta da
diferenca na localizacdo de microssatélites é que a mutacdo que ocorre em
MICROSSATELITE ndo codantes geralmente sdo consideradas evolutivamente neutras,
enguanto que as que ocorrem em regides codantes, podem levar a alteracbes na funcéo da
proteina sintetizada. As sequéncias repetitivas mais numerosas variam entre as espécies e,
até dentro de um mesmo organismo. Em seres humanos observa-se uma maior propor¢ao
de dinucleotideos com repeticdes do tipo AC/TG, enquanto que em espécies vegetais, em
ordem decrescente, as repteicdes AT/TA, AG/TC e AC/TG sdo as mais numerosas. Em
regides codantes, por sua vez, a maior freqiéncia de microssatélites corresponde a
repetices de trinucleotideos, em que essa abundancia parece ser derivada de um processo
de selecé@o negativa contra mutacdes que alteram a fase de leitura em regides codantes e
favorece assim, a presenca de repeticdo em trinca (Morgante et al., 2002; Ellegren, 2004).

Essas seqliéncias sdo altamente varidveis em virtude da diferenca no numero de
unidades que se repetem: mononucletidica; dinucletidica; trinucletidica; tetranucletidica;
pentanucletidica; hexanucletidica. Os microssatélites sdo classificados conforme a
composicdo das sequéncias repetidas: (a) repeticdes perfeitas, quando ndo apresentam
nenhuma interrupcdo, por exemplo: GTGTGTGTGTGTGT; (b) repeticdes imperfeitas,
quando sdo interrompidas por bases que ndo correspondem ao motivo, por exemplo:
GTGTGTGTAGTGTGTT,; (c) repeticbes compostas, quando duas ou mais repeticoes
(classes) de  microssatélites  estdo  dispostas  adjacentes, por  exemplo:
GTGTGTGTGTGTCACACACACACA (Tautz, 1989; Goldstein & Schlotterer, 1999).

Estudos apontam para o slippage, ou o deslizamento da polimerase, como
principal mecanismo relacionado ao surgimento e amplificacdo destas sequéncias
repetitivas nos genomas, que geram alta taxa de mutacdo dos microssatelites, numa

freqiiéncia de 102 e 10 por loco por gameta em cada geragdo (Figura 2.9).
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Figura 2.9 Representacdo do slippage, ou o deslizamento da polimerase, principal mecanismo

relacionado ao surgimento e amplificacdo dos microssatélites nos genomas.

Acredita-se que durante a replicagcdo de uma regido repetitiva, as fitas de DNA
separam-se e une-se novamente de forma incorreta. Isso geraria alelos com diferentes
tamanhos ou numeros de repeticbes de um determinado motivo no proximo ciclo de
replicacéo, por meio da insercdo ou delecdo de uma unidade de repeticdo. Outro fator que
também pode estar associado é sistema de reparo pela DNA polimerase ou ainda, 0
processo de recombinacdo. Nesse Ultimo caso, o crossing-over desigual pode ser
responsavel pela alta taxa de polimorfismo destes marcadores, que por problemas no
pareamento dessas seqliéncias durante o quiasma, aumenta a taxa de mutacéo das regides
microssatélites e sdo estas mutagdes que tornam estes marcadores tdo informativos. Esses
motivos repetidos sao flanqueados por outras sequiéncias supostamente (nicas no genoma e
conservadas entre individuos da mesma espécie e até entre espécies relacionadas (Figura
2.10). Essas sequéncias unicas servem como molde para a sintese de oligonucleotideos
(iniciadores) que representam sequéncias de bases de DNA, com tamanho que variam de
18 a 30 pb. Assim, como o numero de unidades repetidas em tandem em um microssatélite
pode ser variavel entre genotipos, os produtos de amplificacdo dos diferentes individuos
mostrardo um polimorfismo no tamanho do fragmento amplificado. Os iniciadores

(primers) sdo considerados relativamente “grandes” para a reagdo de amplificacdo via
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PCR, o que torna o processo altamente especifico. Essa especificidade é obtida com o
aumento da temperatura de anelamento do iniciador com o DNA-alvo (Goldstein &
Schlotterer, 1999).

[Sequéncias Unicas no genoma ]

i [ Microssatélite ]
cgnservada entre espécies

ATTAA TGTCT GT GGCAGAATAC TTTGATGCAA CAATTTCAAG GGGTGCTG. TTGG CTGCCAATIG

TAGAGCTGAT AGCTTCC AL AAAGGTGGGA CTATCAG TGG AAAGATTIGGA AGGTAA GCATTIGCTT CTTTNACTGA
TEHCACTITC ATGTTC C ATTTGTTAGT AATCCTGTCT ATTTATT GGAAGAAT TTTACTAGCT ATTATTCTCC
ACTETETAGATGTICATIITA TAGTTIGTIIT GOATATATAA TTATTG TGTITITITT TITAATCCAA ACTTTATAAT

CTTRUPAAGT GCTTITTCTCC TCCCTGTCTT TrTccTcTAC NN C Tc ATA CAGAAAAAGG
GAAA GAAAGAGAAC AGGAGATATA AAAACCTITI TICTITATCAATTAGATAAT TAGTTATAAA AGTTITICTC

Primer FOR

=

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN CACACACACACACACACAC NNNINNNNNN NNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNINNNNNN GTGTGTGTGTGTGTGTGTG NNNNNNNNNNNNNN

i e—
Primer REV
Figura 2.10 Representacdo esquematica da especificidade dos iniciadores desenhados a

partir dos microssatétites- a sequéncias Unicas dos microssatélites servem como
molde para a sintese de oligonucleotideos (iniciadores).

O emprego da tecnologia dos microssatélites envolve algumas limitacdes,
como numero de etapas necessarias para o desenvolvimento de iniciadores especificos para
os locos de microssatélites de cada espécie. Estas sequéncias podem ser obtidas
inicialmente, embora em pequeno numero e apenas para algumas espécies, por meio de
buscas em bancos de dados de sequéncias de base, uma vez que ocorre conservacéo de
sitios microssatélites entre espécies relacionadas. Entretanto, a obtencdo de um conjunto
completo de microssatélites para uma espécie somente é possivel através de um programa
de desenvolvimento de microssatélites. Diversos métodos sdo usados para o0
desenvolvimento desses iniciadores e envolvem a construgdo de bibliotecas de pequenos
insertos, hibridizacdo, sequienciamento, desenho de iniciadores, e amplificacdo dos locos
marcadores. Um refinamento dessa metodologia foi obtido com a utilizagdo de
enriquecimento de clones de DNA gendmico com sequéncias microssatélites, com o
objetivo de reduzir o numero de clones de uma biblioteca a ser avaliada. Essas
metodologias usam o principio de isolamento de sequéncias microssatélites, por meio da

utilizacdo de oligonucleotideos marcados com biotina, que posteriormente séo acoplados a
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particulas magnéticas a streptavidina. As principais etapas envolvidas no desenvolvimento
dos iniciadors supracitados sdo: preparacdo, digestdo do DNA com enzima de restrigcéo;
recuperacdo do DNA (fragmentos); ligacdo a adaptadores; enriquecimento com sondas
biotiniladas; recuperacdo dos fragmentos com contas magnéticas (“beads”); amplificacdo
dos fragmentos e southern blotting; clonagem dos fragmentos em plasmidios; identificacdo
dos clones positivos; sequenciamento dos clones positivos e desenho de iniciadores;
triagem dos iniciadores e caracterizacdo dos locos microssatélite (Figura 2.10) (Rafalski et
al., 1996).

DNA Digerido
ligado aos adaptadores

PCR

o Hindagio
cacacacacacacacacai @ =5 i = .@ ) Lovagom =) Reaciode

Vetor

G —_— T ey ) 0 O

segiiencimmento dos positivos

J ACGACACAGCC 1 AGATCGATGCATGA
GATGATC TCGTAGCTGA
AGCTAGTAG H s]‘ AG x\’l't;t‘A’l‘t‘yt“l’A
AGAGCAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAG -
AGACAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAG - L(_-)genda
AGAGAGAGAGAGAGAGA( TCGTAGTA -
CGATGCAATCAGTAGTICGATGCT ;TA I
((I\(l(\(r\((l\l\‘l((l\(l\(l BIOtlna*
CAGATC! 4
TCOATGCATAGTAG CTGCATAGT OGS
AGTCAGTAGCTAGTAGCTAGTGCATAG Esferas *Magnetidas -
desenho de "primers" amplificac#@o por PCR Streptavidina

Figura 2.10: Principais etapas envolvidas na construcdo de iniciadores microssatélites, a
partir de bibliotecas enriquecidas.

A possibilidade de amplificar seletivamente segmentos especificos a partir de
iniciadores de PCR, desenhados com base nas sequéncias que flanqueavam as
microssatélite, permitiu revelar a hipervariabilidade dos locos no momento da anélise de
um conjunto de individuos geneticamente distintos. Em 1989, com base nesse principio,
trés grupos (Tautz, 1989; Litt & Luty, 1989; Weber & May, 1989) relataram
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simultaneamente a deteccdo da variabilidade em microssatélites e propuseram que 0s
mesmos poderiam ser fonte importante de marcadores polimérficos de DNA, o que
proporcionou sua utilizagdo em diversos tipos de estudos populacionais e avaliam desde
individuos até espécies proximamente relacionadas. Para a visualiza¢do dos produtos da
amplificacdo, € necessario empregar-se um sistema de identificacdo do polimorfismo que
seja de alta resolucdo. Géis desnaturantes de poliacrilamida proporcionam resolucdo
suficiente para detectar-se diferencas de tamanho tdo pequeno quanto um unico par de
bases. Entretanto, para a visualizacdo dos fragmentos amplificados nestes geéis, é
necessario empregar-se marcacdo radioativa (ou um sistema baseado em
quimioluminescéncia) do fragmento ou coloragdo do gel com prata. Ambos o0s
procedimentos adicionam um grande trabalho ao processo necessario a detec¢do do
polimorfismo, encarecendo-0 e reduzindo sobremaneira a velocidade de aquisicdo dos
dados. Um sistema alternativo para a deteccdo do polimorfismo em gel de poliacrilamida é
a marcacdo dos produtos amplificados com compostos fluorescentes. Sua andlise é entdo
efetuada em um seqlienciador automatico que detecta fluorescéncia, o que levara a uma
extrema acuracia na determinacdo do tamanho dos fragmentos. Além disso, este sistema
leva a facil automatizacdo da genotipagem através da eficiente aquisicdo, analise e
armazenamento dos dados. No entanto ndo havendo a disponibilidade de um seqlienciador
automatico, sempre que o polimorfismo entre os alelos permitir, pode-se utilizar géis
preparados com concentracdes elevadas (3,0 a 3,5%) de agaroses especiais, cujos nomes
comerciais sdo Nusieve, Metaphor (FMC Bioproducts) ou SFR (Amresco), 0s quais
também possuem alto poder de resolugédo e podem ser corados com brometo de etideo.

A importancia dos microssatélites, no estudo genético, é que eles ndo exercem
nenhum efeito sobre a caracteristica avaliada. Sdo marcadores ideais para estudos de
genética e evolucdo de populacBes naturais devido ao alto poder discriminatério, a
robustez, confiabilidade, praticidade operacional e por serem um dos marcadores mais
informativos geneticamente, devido seu poder co-dominante. Apresentam ainda outras
caracteristicas altamente desejaveis: estdo ampla e uniformemente distribuidos pelo
genoma dos eucariotos; sdo altamente multialélicos; sdo amplificados via PCR, o que
facilita sua obtencdo mesmo com pouca quantidades de DNA; uma vez desenvolvidos 0s
iniciadores que amplificam tais regides do genoma, estes podem ser facilmente
compartilhados entre laboratérios. Iniciadores marcados com fluorescéncia apresentam a

vantagem de possibilitarem o sistema multiplex, o que permite avaliar rapidamente um
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grande numero de individuos para varios locos em pouco tempo. Se um determinado
microssatélite estd localizado perto de um gene funcional importante ele tende a ser
herdado conjuntamente. Assim, por meio da identificacdo do microssatélite hd uma boa
chance de identificar os individuos que possuem o gene desejavel (Ferreira & Gratapaglia,
1998; Goldstein & Schlotterer, 1999; Brondani et al., 2007).
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3 DESENVOLVIMENTO DE MARCADORES MOLECULARES
MICROSSATELITES PARA A ESPECIE Hancornia speciosa Gomes (Apocynaceae).

RESUMO

Este trabalho teve como objetivo a construcdo de iniciadores para fins de estudos
populacionais de mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) a partir do desenvolvimento de
bibliotecas enriquecidas com motivo de repeti¢bes de regidao microssatélite. Foram isolados
e sequenciados as regiGes que continham repeticdes do tipo microssatélites, o que resultou
no desenho de 74 pares de iniciadores. Destes, 35 pares de sequéncias foram selecionados
para sintese e otimizacdo da amplificacdo via PCR. Todos os iniciadores sintetizados
amplificaram, com temperatura de anelamento que variou de 48°C a 64°C. Foram
avaliados 35 individuos de diferentes &reas geogréaficas. Foi observado elevado nimero de
alelos por loco com média igual a 8,82 com 0 minimo de quatro e maximo de 33 alelos. A
heterozigosidade esperada foi igual a 0,78. Os marcadores desenvolvidos nesse trabalho
foram, portanto, altamente informativos, com alto indice de polimorfismo e representam
uma ferramenta adequada para ser utilizada em estudos de estrutura genética de populacdes
naturais.

Palavras-Chave: SSR, Cerrado, biblioteca gendmica.

DEVELOPMENT OF THE MOLECULAR MARKERS MICROSSATELITES FOR

Hancornia speciosa Gomes (Apocynaceae).

ABSTRACT

This work aimed at the construction of primers for the purpose of population
studies of mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) from the development of enriched
libraries with reason of microsatellite region repetitions. Regions containing microsatellite
type replicates were isolated and sequenced, which resulted in the design of 74 primer
pairs. Of these, 35 pairs of sequences were selected for synthesis and optimization of PCR
amplification. All the synthesized primers amplified, with annealing temperature ranging
from 48 ° C to 64 ° C. Thirty-five individuals from different geographic areas were
evaluated. It was observed a high number of alleles per locus with an average of 8.82 with
a minimum of four and a maximum of 33 alleles. The expected heterozygosity was 0.78.
The markers developed in this work were therefore highly informative, with a high index
of polymorphism and represent a suitable tool to be used in genetic structure studies of
natural populations.

Key words: SSR, Cerrado, genomic library.
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3.1 INTRODUCAO

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) € uma arvore frutifera, lacticifera,
pertencente a familia Apocynaceae, encontrada em vérias regifes do Brasil, desde os
Tabuleiros Costeiros e Baixada Litoranea do Nordeste até o Cerrado das regides Centro-
Oeste, Norte, Nordeste e Sudeste. Apresenta potencial agroindustrial e destaca-se pelo
sabor de seus frutos, que sdo muito apreciados e, por isso, facilmente comercializaveis. A
polpa do fruto pode ser consumida in natura ou na forma de sorvetes, doces, geléias,
licores, compotas, refrescos, vinho e vinagre (Silva-Junior & Lédo, 2006; Espindola,
2006). O conhecimento da estrutura genética da espécie resultaria em grande impacto em
programas de conservacdo e manejo, uma vez que esta cultura é explorada de forma

extrativista o que pode resultar em acelerado processo de erosdo genética (Chaves, 2006).

Marcadores moleculares do tipo microssatélites destacam-se como importante
ferramenta na caracterizacdo populacional de espécies naturais, devido ao alto poder
discriminatorio, a robustez, confiabilidade e praticidade operacional. As seqliéncias
microssatélites variam muito de um individuo para o outro, mas as seqiiéncias de DNA que
as flanqueiam sdo conservadas entre individuos da mesma espécie. Isso possibilita a
construcdo de iniciadores especificos para essas regifes adjacentes as sequéncias
microssatélites e permite a amplificacdo via PCR dos fragmentos que contém o DNA
repetitivo em diferentes gendtipos (Goldstein & Schlotterer, 1999).

O emprego da tecnologia para o isolamento de regides microssatélites envolve
algumas limitacGes, tais como 0 nimero de etapas necessarias para o desenvolvimento dos
iniciadores especificos para os locos de regibes microssatélites, que demandam uma
estrutura laboratorial adequada e mao-de-obra especializada. Para a construcdo de
bibliotecas genémicas enriquecidas, a hibridizacdo dos fragmentos de DNA com sondas
marcadas com biotina e selecionadas por imas, ainda é um dos métodos mais utilizados e
envolve etapas como: digestio com enzimas de restricdo, recuperacdo do DNA
(fragmentos), ligacdo a adaptadores, enriquecimento por meio de sondas biotiniladas,
recuperacdo dos fragmentos com contas magnéticas (beads), PCR dos fragmentos

enriquecidos, clonagem dos fragmentos em plasmidios, identificagdo de clones positivos,
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busca de regiGes que contenham microssatélites, desenho dos iniciadores e a triagem e
caracterizagdo dos locos microssatélites (Brondani et al., 2007).

Apesar dos significativos avangos obtidos no desenvolvimento de marcadores
microssatélites nos ultimos anos, para a grande maioria das espécies vegetais ndo existem
marcadores publicamente disponiveis, como é o caso da espécie H. speciosa. No Brasil, ja
foram desenvolvidos iniciadores para varias espécies florestais como, por exemplo,
eucalipto (Brondani & Brondani, 1998), palmito (Gaiotto et al., 2000), copaiba (Ciampi et
al., 2000), mogno (Lemes et al., 2002), macaranduba (Azevedo et al., 2007) e macauba
(Nucci, 2007). Em relacdo a espécies nativas do Cerrado ainda ha poucos estudos que
envolvam construcdo de marcadores microssatélites. Dentre as espécies frutiferas nativas
contempladas estéo o pequi (Collevatti et al., 1999), cagaita (Zucchi et al., 2003), araticum
(Pereira, 2007), lobeira (Zelandi, 2007) e baru (Soares, 2009).

No intuito de gerar ferramentas para o conhecimento da estrutura genética da
H. speciosa, 0 objetivo desse trabalho foi o desenvolvimento de iniciadores que flanqueiam
regides microssatélite a partir de uma biblioteca genémica enriquecida com motivos de

repeticdo tipo microssatélites poli (AG/TC) para a referida espécie.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Extragédo de DNA

O DNA gendmico foi extraido de acordo com protocolo CTAB 2%, descrito
por Ferreira & Grattapaglia (1998). Foram realizadas adaptacdes na tentativa de eliminar o
excesso de polissacarideos que se associam as moléculas de DNA. Para tanto foi acrescido
ao tampao de extragdo 1,5% de B-mercaptoetanol e 5% de PVPP. Apos a incubagdo a 65°C
por 45 minutos, foi realizada lavagem com CIA (cloroférmio-alcool isoamilico 24:1),
seguida de precipitacdo do DNA com alcool isopropilico. Apos a precipitacdo, 0 DNA foi
submetido a lavagem com NaCl a 1 M. O DNA foi novamente precipitado e submetido a
lavagem com etanol 70% (2X), seguido da lavagem com etanol absoluto (1X) (Figura 3.1).
A quantificacdo do DNA extraido foi realizada a partir de eletroforese em gel de agarose a

1%. O gel foi corado com brometo de etidio a concentracéo de 0,5 pg/ul por 15 minutos. A
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quantificacdo das bandas de DNA reveladas no gel de agarose foi realizada a partir da

comparacgéo visual com o DNA Fago A.

Figura 3.1: Etapas do processo de extracdo de DNA. A) Coleta e armazenamento de folhas. Limpeza e
liofilizacdo das folhas na presenca de nitrogénio liquido em cadinho de porcelana. Acréscimo
de tampdo de extragdo ao macerado e submissdo das amostras ao banho-maria. B)
Desproteinizagdo com CIA, seguido de lavagem com sal. C) Lavagem com etanol 70% (2X),
seguido da lavagem com etanol absoluto (1X). Fonte: Almeida Janior (2008).

3.2.2 Isolamento e Caracterizacdo de Marcadores Microssatélites

3.2.2.1 Construgdo de biblioteca gendmica enriquecida com microssatélites

Para a construcdo da biblioteca gendmica foram coletadas folhas de uma
mangabeira (variedade botanica H. s. var. gardneri), escolhida ao acaso, localizada no
arboreto da EA/UFG. A construcdo da biblioteca genémica foi desenvolvida no
Laboratorio de Genética Vegetal da Embrapa — Recursos Genéticos e Biotecnologia
(Brasilia/DF), segundo protocolo descrito por Rafalski et al. (1996). A digestdo do DNA



61

gendmico foi testada com 3 enzimas: Sal3Al (GATC), Msel (TAA) e Tspl 509 (AATT).
Foram utilizados cerca de 50 ug de DNA gendmico e 250 U de Tspl, em tampdo NE
Buffer I. A reacdo foi incubada a 65°C por 12 horas, e posteriormente visualizada em gel
de agarose 2%. Foi utilizado o marcador de peso molecular DNA Ladder 1kb. A
eletroforese foi mantida a 100 V por 2 horas para a separacdo de fragmentos de DNA. Os
fragmentos de 200-800 pb foram recuperados com o uso do kit Quiaquick Gel Extraction
kit (QIAGEN) e quantificado em gel de agarose a 2%, com visualizacdo em luz UV e
brometo de etideo. A enzima Tspl 509 foi a mais eficiente e portanto selecionada para a
construcdo da biblioteca gendmica. Cerca de 5 pg dos fragmentos de DNA foram ligados a
200 pmol de adaptadores da enzima Tspl, constituidos dos oligonucleotideos denominados
“long” (5’ AATTGGAATTCGACTCGCAGCAGCC 3%) e “short” (5’
GGCTGCTGCGAGTCGAATTCC 3’), em uma reacdo composta de 3 U de T4 DNA

ligase (Amershan Pharmacia Biotech), incubada a 12°C por 12 horas (Figura 3.2).

Msel Adaptadores

Sal3Al Tspl
i Selecdo de enzima (\,Q
DIGESTAO

DNA genémico Sequéncia \ /
total microssatélite )
Ligagdo Adaptadores (Q / r\,

Figura 3.2: Digestdio do DNA gendmico com enzimas de restricdo e ligacdo dos
fragmentos digeridos a adaptadores.

O enriquecimento da biblioteca para regides com as repeti¢cbes desejadas foi
realizado por meio da hibridizagdo dos fragmentos com uma sonda (TC)13 ligada com
biotina. Este complexo liga a avidina contida nas beads paramagnéticas (Dynabeads). Os
oligonucleotideos poli-AG/TC foram ligados a biotina por meio de uma reacdo composta
de: tampéo da terminal transferase, 50 nmol de biotina 16 dUTP, 200 pmol de (TC)3 e
26,5 U de terminal transferase. A reagdo foi incubada em banho-maria a 37°C por 30
minutos e a enzima foi inativada com EDTA (2M). A precipitacédo foi feita em 2,5 volumes
de etanol absolutos por 12 horas, seguida por 30 minutos de centrifugacédo, lavagem com
etanol 70% e resuspensdo com 30 uL de &gua ultrapura. Para hibridizacdo, um mg de
contas magnéticas (Dynabeads — Streptavidina Bohering Mannhein) a 10 pg/uL foram
lavadas com 400 puL de tampédo PBS + 1% BSA (Phosphate-Buffered Saliune — Bovine
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Serum Albumin). Em seguida, as contas magnéticas foram separadas com o auxilio de uma
estante magnética e a solugdo aquosa sobrenadante removida. As contas foram lavadas
com 400 pL de B&W (Binding & Washing Buffer) 1x e o sobrenadante novamente retirado
como supracitado. Em seguida, foram adicionados 200 uL de B&W 2x, 170 uL de agua
MiliQ e 30 uL de Bio-oligos (biotina + oligos TC13). A solugéo permaneceu sob agitacéo
por uma hora em temperatura ambiente para que houvesse a hibridizacdo da biotina com as
contas magnéticas. As contas ligadas aos Bio-oligos foram novamente precipitadas, o
sobrenadante retirado e o complexo lavado 2x com 400 uL de B&W 1x e uma vez com
400 pL de SSC (Standard Saline Citrate) 5x + SDS 0.1%. Para resssuspender o complexo
Bio-oligo-contas, foram adicionados 150 puL de SSC 10x + SDS 0,2% pré-aquecido a
65°C. A solugdo foi incubada a 65°C por 15 minutos e armazenada a 4°C. Para
hibridizacdo, foi adicionado 0,5 volume de agua ultrapura ao complexo DNA-adaptador,
desnaturado a 95°C por 15 minutos. Em seguida, foram preparados sete tubos para
lavagens da solugcdo com o objetivo de retirar excessos de reagentes que ndo se
complexaram. No primeiro tubo (controle) foram adicionados 100 uL de agua ultrapura,
mais 1 pL de DNA+adaptador. A solugio de DNA+adaptador foi adicionado o complexo
Bio-oligos-contas, incubado a 65°C por 90 minutos para que ocorresse a hibridiza¢do dos
fragmentos de DNA que continham sequéncia de microssatélites complementares aos
oligos TC13. O complexo foi precipitado com auxilio de uma estante magnética e o
sobrenadante colocado em um segundo tubo. Novamente o complexo foi lavado 2x por 15
minutos com 400 pL de SSC 2x + SDS 0,1% (tampé&o que desfaz a ligacéo entre 0 DNA e
as beads). O sobrenadante de cada lavagem foi transferido pra os outros tubos (3 a 6) e 0
complexo foi ressuspendido em 200 pL de agua ultrapura (tubo7). Foi feita uma reacdo de
PCR com os sete tubos das lavagens para controle do enriquecimento da biblioteca e
determinar se houve perda de DNA durante o processo das lavagens. A reagdo continha um
volume final de 25 uL composta por: 2,0 uL do produto da hibridizagdo; tampéo (1mM
Tris-HCI, pH 8,3; 5mM KCI); 1,5 mM de MgCl;; 1 mM de cada um dos iniciadores
complementares as sequéncia dos adaptadores; 0,25 mM dNTP; 1 U de Tag DNA
polimerase e &gua ultrapura. O programa de amplificacdo via PCR foi ajustado no
termociclador para: 95°C por 3 minutos, 20 ciclos de 94°C por 45 segundos, 56°C por 45
segundos, 72°C por 2 minutos e extensdo final de 72°C por 7 minutos. Como nao houve
um enriquecimento satisfatério da biblioteca, foi feito um re-enriquecimento com o uso da

sonda (TC)i3. Assim, foram realizadas novamente todas as etapas do enriquecimento
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(enriquecimento com sondas biotiniladas (TC)13, recuperacdo dos fragmentos com contas
magnéticas (beads); lavagens para purificacdo) e por fim realizada a PCR com os sete
tubos das lavagens para controle do reenriquecimento da biblioteca e determinar se houve
perda de DNA durante o processo das lavagens, o que resultou um resultado satisfatorio
(Figura 3.3).

A B
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Figura 3.3: Etapas do enriquecimento (A) e reenriquecimento (B) da biblioteca gendmica
por meio de sondas biotiniladas, recuperagdo dos fragmentos com contas
magnéticas (beads), Amplificacdo dos fragmentos enriquecidos.

Apbs a purificacdo foi feita uma ligacdo do DNA de mangaba purificado, ao
vetor pGEM-T Easy Vector (Promega Corp), com o uso da seguinte reacdo de ligacdo: 400
ng de DNA, tampdo T4 DNA ligase, 3 U de T4 DNA ligase, 5 ng de pGEM-T e agua
ultrapura, incubada por 12 horas a 4°C. Para a transformacdo, foram usadas células
competentes de Escherechia coli (cepa XL1 — Blue) pelo método de eletroporacdo. Foram
utilizadas 2 pL da reacdo de ligagdo, 2 puL de &gua ultrapura e 50 uL de células
competentes armazenadas a -80°C. A eletroporacdo foi feita a 1,8 V e em seguida foram
adicionados 950 pulL. do meio SOC e realizada a incubagdo por 1,5 horas a 37°C sob
agitacdo. Placas de petri com meio de cultura LBamp (ampicilina a 50 ng/mL), 40 pL de X-
gal (40 pg/ pL), 16 uL de IPTG (0,5 M) foram inoculadas com a cultura de células
transformadas e incubadas a 37°C por 12 horas. A selecao dos clones positivos foi feita
diretamente baseada na atividade do gene da (-galactosidase. As col6nias de cor branca
(recombinantes) ndo produzem uma enzima funcional que cliva a molécula de X-gal. Ja os

clones ndo recombinantes produzem a enzima funcional e sdo capazes de degradar o X-gal,
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tornando as coldnias azuis. Cada colonia branca foi repicada em placa de petri contendo
meio LBawp (Figura 3.4).

Clonagem dos fragmentos em plasmidios Identificagio dos clones positivos
Vetor pGEM-T

Transformagao por
eletroporagao

Figura 3.4: Esquema da ligagdo do DNA purificado, ao vetor pGEM-T Easy Vector
(Promega Corp) e identificacdo dos clones positivos.

3.2.2.2 Sequenciamento de clones positivos, andlise das sequéncias e desenho dos

iniciadores

Uma vez identificados, os clones positivos (colénias brancas) foram subculturados
em meio LB liquido para obtencdo de DNA molde dos plasmideos com o inserto que
continha microssatélite. Um pL da subcultura foi diluido em 80 uL de &gua ultrapura e
desnaturado a 95°C por 5 minutos. Esta mistura foi utilizada como molde nas reagdes de
PCR prévias as reacdes de sequenciamento, as quais foram realizadas com o uso dos
iniciadores forward e reverse M13 complementares a regido do vetor. As reacbes de
amplificacdo via PCR foram ajustadas para um volume final de 10 uL e continham 2 uL de
DNA template; 1x de tamp&o PCR 10x; 0,75 uM de cada um dos iniciadores M13 (foward
e reverse); 0,35 mM de dNTP; 1,3 U de Tag DNA polimerase e agua ultrapura. O
programa do termociclador se constituiu de 95°C por 5 minutos, 20 ciclos (94°C por 1
minuto; 58°C por 1 minuto, 72°C por um minuto) ¢ uma extensdo final de 72°C por 7
minutos. A verificacdo dos produtos de PCR foi realizada em gel de agarose 2%, para
selecdo dos fragmentos para o sequenciamento. O produto da reacgdo foi purificado com o
uso de Exonucleasel and Shrimp Alkaline Phosphatase (Exo-SAP). Foram usados 5 pl do
produto da PCR e 2 ul do Mix Exo-Sap [0,25 U de Exonuclease 1. (10 U/ul) e 0,25 U de
SAP (1 U/ul)]. Esse procedimento foi usado somente para fragmentos amplificados de
vetor. Antes de adicionar as enzimas a reacdo, as mesmas foram diluidas em Tampé&o de
diluicdo da SAP (Tris 50 mM pH 8,0) para a concentragao final de 0,25 U/ul, e em seguida
adicionou-se a reagdo 1 ul de cada. Foi usado 1 ul com 100 ng do DNA purificado ou,

dependendo da quantificacdo, para o sequenciamento. As reacOes de sequenciamento
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ocorreram a partir da tecnologia Big Dye Terminator versbes 2.0 e 3.0 (Applied
Biosystems). Foram utilizados na rea¢do 100 ng de DNA molde, 0,5 uM de iniciador M13
(forward e reverse), 4 uL de pré-mix Big Dye-Terminator v.3.0 e agua ultrapura. O
controle utilizado foi o DNA do plasmideo M13. O programa da reacdo de sequenciamento
em termociclador 9600 (Applied Biosystems) foi: 96°C por 3 minutos, 25 ciclos (96°C por
20 segundos, 50°C por 20 segundos, 60°C por 4 minutos) seguidos de uma extensao final
de 60°C por 5 minutos e mantida a 4°C até sua utiliza¢do. O sequenciamento foi realizado
em um analisador de fragmentos ABI-377 (Perkin Elmer). Apos a selecdo das colbnias que
continham os fragmentos clonados na etapa anterior, foi feita a extracdo plasmidial
(miniprep) pelo método de lise alcalina. Em seguida os clones foram sequenciados com o
uso de Big Dye Terminator com o iniciador M13 (forward ou reverse). A amplificacdo
ocorreu a partir do programa: 96°C por 2 minutos, seguidas de 25 ciclos (96°C por 45
segundos, 50°C por 30 segundos, 60°C por 4 minutos) e um passo final a 4°C. A reacao foi
purificada e a sequéncia de cada clone selecionado foi determinada pela analise em um
sequenciador semi-automatico 3100 (Applied Biosystem). As regifes que continham os
microssatélites foram analisadas de acordo com a qualidade das regides flanqueadoras e
das sequéncias repetitivas. Pares de iniciadores especificos para a amplificacdo destas
regides foram desenhados a partir do software primer3 (Rozen & Skaletsky, 2000). Para o
desenho dos iniciadores foram utilizados como critérios: tamanho do oligonucleotideo
(iniciador) que variou entre 18 e 27 nucleotideos, temperatura de anelamento com variacao
entre 52°C e 64°C, diferenca de temperatura de anelamento maxima entre os componentes
do par de iniciadors de 3°C, conteido GC com variagdo entre 40% e 60% e nao
complementariedade entre os componentes do par de iniciadores. Para identificar e
localizar sequéncia simples repetitivas, ou microssatélites, foram utilizados os programas
Tandem Repeats Finder (Benson, 1999) e Repeat Masker, que localizam as sequéncias
repetitivas que tenham um comprimento igual ou superior a 18 pb. Todas as sequéncias
foram analisadas quanto a sua qualidade a partir do programa phred (Ewing & Green,
1998; Ewing et al., 1998). Foram aceitas sequéncia com pelo menos 150 nucleotideos, com
a exclusdo do vetor, com qualidade phred maior ou igual a 20. Foi feito o alinhamento de
todas as sequéncia a partir dos programas BioEdit versdo 5.0.0 (Hall, 2001) e Clustal X
(Thompson et al., 1997) (Figura 3.5).
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Figura 3.5: Amplificacdo e sequenciamento dos clones positivos e desenho dos
iniciadores. A: repicagem, amplificacdo e purificacdo dos clones positivos. B:
sequenciamento dos clones positivos e desenho dos iniciadores.
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3.2.2.3 Padronizacéo das condic¢des de amplificagcdo para os iniciadores

A padronizacdo das condicBes de amplificacdo foi realizada no Laboratorio de
Genética Vegetal da EA/UFG (Goiania. GO). Foram selecionados 35 dos 74 pares de
iniciadores, construidos a partir da biblioteca enriquecida com microssatélites, para a
sintese e otimizacdo. Inicialmente foi estabelecida a concentracdo ideal de DNA a ser
usadas nas amplificacfes via PCR. No caso da mangabeira esse fato é relevante em funcéo
da baixa quantidade de DNA extraido em alguns individuos. Foram realizados também
testes para estabelecer as concentragdes dos reagentes usados nas amplificacdes via PCR.

Os 35 pares de iniciadores sintetizados foram submetidos a uma temperatura de
anelamento igual a 54°C de modo a verificar o padrdo de amplificacdo. Nessa etapa foram
escolhidos seis individuos ao acaso de mangabeiras pertencentes ao arboreto da EA/UFG.
A partir dai realizou-se ajustes na temperatura de anelamento a fim de melhorar a

reprodutibilidade e intensidade das bandas geradas, bem como a especificidade de cada par
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de iniciador. Aqueles iniciadores que ndo amplificaram ou apresentaram padrédo de
amplificagdo ruim, tiveram sua temperatura de anelamento reduzida. Ja aqueles que
apresentaram melhor padrdo de amplificacdo, porém, com presenca de bandas
inespecificas, foram submetidos a um aumento de temperatura de anelamento. Para
verificar os produtos de amplificacdo utilizou-se a eletroforese em géis de agarose 3,5%
nos testes iniciais e posteriormente a eletroforese em geis de acrilamida 6%, corados com
prata, segundo Creste et al., 2001.

Ao observar os produtos de amplificacdo das PCR nos geis de poliacrilamida,
detectou-se a presenca de bandas inespecificas decorrentes do excesso de iniciador e
MgCl,. Assim, foram realizados ajustes para concentracdes desses reagentes, seguido de
adequacao da temperatura de anelamento as novas concentracfes dos reagentes. Por fim as
condicdes de amplificacdo foram ajustadas para um volume final de 25 pL por reagdo
composta por 10 ng de DNA gendmico, 1X de tampéo; 1,5 mM MgClz; 0,4 mM dNTPs;
0,1 UM de cada iniciador e 1U de Taq DNA polimerase (Figura 3.3). As amplificagdes
ocorreram no termociclador modelo PTC-100 (MJ Research Inc.) em microplacas de 96
slots, ajustado para 30 ciclos com a seguinte programacdo: desnaturacdo: 94 °C por 1
minuto; anelamento: variacdo de temperatura conforme o iniciador testado; elongagéo: 72
°C por 1 minuto. Foi acrescido ao programa uma etapa inicial de 94 °C por 5 minutos e
uma etapa final de 72 °C por 7 minutos.

Para caracterizacdo dos locos microssatélites, foram avaliadas 35 plantas (Tabela
3.1) pertencentes a colecdo de germoplasma da espécie na EA/UFG (Anexo A). Foram
escolhidos individuos oriundos de areas geograficas distintas a fim de detectar 0 maximo
de variabilidade genética possivel, que contempla a representacdo de quatro variedades
botanicas: H. speciosa var. speciosa (H. s. var. speciosa), H. speciosa var. cuyabensis
Malme (H. s. var. cuyabensis), H. speciosa var. gardneri (A. DC.) Muell. Arg. (H. s. var.
gardneri), H. speciosa var. pubescens (Nees. e Martius) Muell. Arg. (H. s. var. pubescens).
Apobs a coleta, as plantas foram marcadas em campo e catalogadas em um mapa de
controle. A localizacdo e a distancia geogréfica das matrizes que originaram a colecdo do
banco de germoplasma foram determinadas, a partir das coordenadas geograficas e a
altitude (m) pelo Sistema de Posicionamento Global — GPS (Figura 3.6). As folhas
coletadas foram posteriormente estocadas a —20° C.
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Tabela 3.1. Localidades de coleta, coordenadas geogréaficas e variedades das plantas de
mangabeira da colecdo da EA/UFG, utilizadas para caracterizagdo dos locos
microssatélites. Latitude (S), Longitude (O), Altitude (m).

Individuos por municipio de coleta

Planta Municipio - Estado (S) (O) (m) Variedade botanica
1 Barro Alto — GO 14°46,157° 49°03,497° 549 H. s. var. pubescens
2 Barro Alto - GO 14°46,079° 49°03,509° 544 H. s. var. gardneri
3 Campinorte — GO 14°16,790° 49°13,602° 434 H. s. var. pubescens
4 Porangatu — GO 13°04,917° 49°11,351° 347 H. s. var. gardneri
5 Jalapdo — TO 10°34,870° 46°48,968° 469 H. s. var. speciosa
6 Mateiro — TO 10°24,503° 46°29,562° 491 H. s. var. speciosa
7 Dianopolis - TO 11°02,970° 46°33,569° 656 H. s. var. speciosa
8 Séo Desidério - BA 12°33,002’ 45°55,217° 811 H. s. var. speciosa
9 Alvorada do Norte - GO 14°30,746° 46°32,988° 551 H. s. var. gardneri
10 Alexania— GO 16°12,756° 48°24,500° 970 H. s. var. pubescens
11 Matrincha - GO 15°12,472° 50°55,184° 376 H. s. var. gardneri
12 Goias — GO 15°59,146° 50°06,202’ 583 H. s. var. gardneri
13 Silvania— GO 16°34,349 48021,734 951 H. s. var. gardneri
14 Luziania— GO 16°43,081° 48°05,093° 941 H. s. var. gardneri
15 Goiénia— GO 16°35,994° 49°16.77 729 H. s. var. pubescens
16 Goiania—- GO 16°35,994° 49016.77' 729 H. s. var. gardneri
17 Pirendpolis - GO 15°48 332’ 48° 52,674’ 1303 H. s. var. gardneri
18 Piranhas — GO 16°27,618° 51°42,494° 498 H. s. var. gardneri
19 Barra do Gargas - MT 15°51,259° 52°11,948’ 509 H. s. var. gardneri
20 General Carneiro - MT 15°35,853° 53°09,640° 484 H. s. var. gardneri
21 Chapada dos Guimardes - MT 15°30,741° 55°18,629’ 745 H. s. var. cuyabensis
22 Jaciara— MT 15°48,403’ 55°15,960° 810 H. s. var. cuyabensis
23 Rondonopolis- MT 16°44,743° 54°38,935’ 537 H. s. var. cuyabensis
24 Sonora — MS 17°49,688’ 54°43,358’ 459 H. s. var. gardneri
25 Coxim — MS 18°35,161° 54°46,144° 256 H. s. var. gardneri
26 Alcinépolis - MS 18°14,744° 53°59,150° 348 H. s. var. gardneri
27 Costa Rica - MS 18°23,604° 53°20,270° 735 H. s. var. gardneri
28 Chapadao do Sul - MS 18°36,58’ 53°00,259° 787 H. s. var. gardneri
29 Cagu— GO 18°33,316° 51°08,102’ 467 H. s. var. gardneri
30 Niquelandia - GO 14° 22,510 48° 45,010' 600 Var. boténica nédo definida
31 Japonvar - MG 15° 56,400 44°13,720' 900 Var. boténica nédo definida
32 Ponte Alta— TO 10°38,987’ 47°26,533° 380 H. s. var. speciosa
33 Posse — GO 14°06,833’ 46°18,821° 811 H. s. var. speciosa
34 Araguapaz - GO 15°20,163° 50°37,937’ 375 H. s. var. gardneri
35 Orizona - GO 16°45,845° 48°12,665° 841 H. s. var. gardneri

Individuos por variedade botanica

Variedade boténica
H. s. var. pubescens
H. s. var. gardneri
H. s. var. cuyabensis
H. s. var. speciosa

NUmero de individuos

4

20

3
6
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Figura 3.6. Mapa das localidades de coleta das matrizes de mangabeira do Cerrado
representadas na colecdo da EA/UFG.

3.2.3 Analise estatistico-genética

As frequéncias alélicas e genotipicas em cada um dos locos foram obtidas a partir
da leitura dos dados nos géis, feita sobre luz branca. Os fragmentos visualizados foram
estimados em pares de base, por comparagdo com DNA padrdo de peso molecular
conhecido (“ladder” 10 bp - Invitrogen® com amplitude entre 10 bp a 330 bp e “ladder”
100 bp - Invitrogen® com amplitude entre 100 bp a 2.072 bp). As bandas que
apresentaram mesma mobilidade foram consideradas idénticas, a presenca de banda Unica
foi considerada como alelos em homozigose e alelos nulos ndo foram considerados para as
analises. Os dados coletados foram organizados em planilhas e convertidos para 0s
formatos exigidos para as analises computacionais. Os parametros genéticos de diversidade
foram obtidos pelo programa GDA. Foram estimados: 0 nimero médio de alelos por loco
(A); a heterozigosidade esperada sob condi¢des do equilibrio de Hardy- Weinberg (He),

heterozigosidade observada (Ho) e indice de fixacéo (f).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
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3.3.1 Eficiéncia da biblioteca gendmica enriquecida, sequenciamento de clones

positivos e desenho dos iniciadores

O desenvolvimento da biblioteca enriquecida com locos microssatélites foi
eficiente na identificacdo de locos microssatélites para a espécie Hancornia speciosa. Das
enzimas testadas a mais eficiente foi a Tspl que gerou o melhor padrdo de fragmentos
digeridos (200 pb a 800 pb). Foram selecionados 1056 clones positivos, 0s quais tiveram
os insertos com MICROSSATELITE amplificados via PCR (Figura 3.7).

Figura 3.7: Eficiéncia da digestdo com a enzima Tspl509; controle do enriquecimento e
selecdo de fragmentos para seqlenciamento. A) Digestdo com a enzima
Tspl509 - fragmentos gerados (200-800 pb). B) Visualizacdo apds a
recuperacdo dos fragmentos. C: Resultado da reacdo de amplificacdo dos
produtos obtidos na etapa de reenriquecimento com 0s sete tubos das lavagens.
D: quantificacdo da reacdo de amplificacdo - pré-reacdo de sequenciamento. As
setas indicam Marcadores de peso molecular?. Gel de agarose a 2%.

Dos 1056 clones positivos, 576 fragmentos foram sequenciados e 74
sequéncias permitiram o desenho de iniciadores na regido conservativa com diferentes
composicdes, tamanhos e motivos de repeticdo (Tabela 3.2). Os demais clones ndo se

mostraram satisfatorios para o desenho de iniciadores uma vez que ndo atendiam a pelo
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menos um dos critérios pré-fixados. Assim foram descartadas sequéncias com repeticoes

muito curtas, sequéncias muito proxima aos adaptadores ou com contetido GC abaixo de

40% nas regibes flanqueadoras. Foram descartados ainda microssatélites imperfeitos ou

com baixa qualidade das sequéncias obtidas nas regides flanqueadoras.

Tabela 3.2: Relacdo das 74 sequencias obtidas a partir da biblioteca enriquecida com

microssatélites para espécie Hancornia speciosa.

Iniciador Sequencia dos iniciadores Motivo Frag. Esp. Classificagdo
(forward e reverse — 5°— 3°) (pb)

HS01  F: CGTTGGTAGCGGCTGTATTAAG (AG)11 (GA)14 120 COMPOSTO
R: CCCCTCCTGCCACTCTCT

HS 02 F:  GTGTCTTCCATCCGAGCTTAAC (GCA)6 (TC)20 (GCA)8 275 COMPOSTO
R: TTTCCCAGAAAGGAGAGGTACA

HS03  F: AATTCAACCCTTCTGCGAATC (CT)14 169 PERFEITO
R: CACCAGGAACGATCAGGAAG

HS 04 F:  CACTCTCTCTCAGCATTTCCCT (CT)5 (CT)6 158 COMPOSTO
R: TGCATAGAAGGAGAAGAAGAAGC

HS05 F: GCGAGTCGAATTCCAATTACTC (AG)17 247 PERFEITO
R: AAAGTCCAGTAATAGCGCCAAA

HS06 F: CCGCTATACACCCACATGC (CT)23 (TC)5 (AC)6 174 COMPOSTO
R: GTACCAGGGACGAGTTGGG

HS07 F: GGGTGTACTGCCACAAGGTACT (GA)15 (TGC)6 177 COMPOSTO
R: GTGTCTTCCATCCGAGCTTAAC

HS08 F: CGGCTGTATTAAGTCTATTGCCA (GA)14 107 PERFEITO
R: CCCTGCCACTCTCTTTTCC

HS 09 F:  AAACGACTCCACCTCTCTTGTC (GA)6 (GA)13 125 COMPOSTO
R: AGGGCCTTCTTCCCCTCT

HS10 F: CGTCGCAACACACATACACATA (TC)7 (CA)5 (CA)6 198 COMPOSTO
R: CGAATTCCAATTGCAGGTTT

HS11 F: TCCAATTCCAGACCCGATA (GA)18 114 PERFEITO
R: AAGCTCCTCTCAAGTATGTTCGT

HS 12 F: CCACCACTACAAACGTTCACAC (TO)11 142 PERFEITO
R: CACTAGGAACGATCGGGAAG

HS13  F. GAGCAGGAGTCAGGAAAATCAC (TC)14 (CT)1L (TC)6 243 COMPOSTO
R:  GAAGAAGGGAGAAGGGAAGC

HS14 F: TCAAACAGTTGCATCTCCAATC (CT)14 237 PERFEITO
R:  AGTGAGAGAGTAAACGCCGAAC

HS15 F.  ACTCACACAAAGCTCACACACC (CT)6 (TC)5 (CA)6 261 COMPOSTO
R:  AGGTAATCAGTTCTGGGGAGGT

HS 16 F:  AATGTAGAGGTGAACGAGTGGG (CA)6 (CT)17 248 COMPOSTO
R: TACACCCTGCTCATCGTTTATG

HS17 F. TGCAAACCCTCGTTTATTTICTT (CTY7 (CT)10 (CT)6 262 COMPOSTO
R: ATTGTGTGTGTTGTGTGTGGG

HS18 F: TCATTTGTCATGAAATCCGTGT (AG)5 (AG)14 208 COMPOSTO
R:  AGTGTCTGTCCTACTGAAGGGG

HS19 F: GGGGAAGAAGGGAGAAGGG (AG)10 152 PERFEITO
R: CCTCCGACCGCTTCATTG

HS 20 F:  CCTTTATATAGACGCGCCAGAC (GA)14 (AG)5 202 COMPOSTO
R:  AAGAAGAGAAAGCGGACATCAG

HS 21 F: CCTCCAACCTCAACACTCTCTC (TO)11 105 PERFEITO
R: GTTTTCTCCAAAGTCTTCCGTG

HS22 F: ACAAATCAATGAGGAGGTGCTT (CT)14 (CT)8 135 COMPOSTO
R:  TAACTATGTGCAACCGCAAGAC

HS23 F: GTGATATTTCGTGCTCTCCAAG (GA)17 106 PERFEITO
R: CTCTGCCACTGTGCAACC

HS24 F: AAGGTATCTCCATGAAAGTCTCTGA (GA)9 107 PERFEITO
R: TTCAATGTCCTCGCACTCTCT

HS25 F: AAGAAGAGAAAGCGGACATCAG (TC)11 114 PERFEITO
R: CCTAGAAAGCCAGCGACG

HS26 F: CAAACCCTCGTTCTTCTCTTCT (CT)22 214 PERFEITO
R:  GATGTCGCAACTCGAGCA

HS27 F: ATTTTGGAGCAGGAGTCAGGAA (TC)14 145 PERFEITO
R: CAATGAAGCGGTCGGAGG

HS28 F: AGTATAATAGTGACACCTTGAAATCC (AG)9 100 PERFEITO
R: AACACCGAGCACAAACAC
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HS 29 F:  AATTATGCTGCACTCCGCTC (CT)13 209 PERFEITO
R: GAGAAGAGAAGGGAGGGGATAA

HS 30 F: CTGGGGTACTTCAGCAAATCAC (CM)12 101 PERFEITO
R: CATCAAAGACCGTTGTCTCCTT

HS 31 F:  GAGCAGGAGTCAGGAAAATCAC (TC)14 126 PERFEITO
R: ACAGTGAAGGGGCAATGAAG

HS 32 F: GGCTGGGCTACTCCTTTTCTAT (CT)13 123 PERFEITO

""""""" R: CAAATCGGGAAGACGAAGG

HS 33 F: GTGAGTGTTGTGCGTGTGTGT (GA)16 214 PERFEITO
R: CTTCTTCTTCCTCTCGCGGT

HS 34 F:  GAGCAGGAGTCAGGAAAATCAC (CT)16 (CT)10 (CT)5 218 COMPOSTO
R: ACACGCAGAGAGAGATGCATAG

HS 35 F: CGTTGGTAGCGGCTGTATTAAG (GA)12 114 PERFEITO
R: CCCCTCCTGCCACTCTCT

HS 36 F: CGTTGGTAGCGGCTGTATTAAG (AG)23 130 PERFEITO
R: GCCACTCTCTTTTCCCGATT

HS 37 F: ACTCGAGCAGAAGAAGCAAATC (GA)16 116 PERFEITO
R: ACACACCCTCATCAGCCC

HS 38 F:  TAGCTAGATTGACACCACAGCA (AG)18 278 PERFEITO
R: TCCTGCTCTCACTATTTGTTGG

HS 39 F:  ACACGCAGAGAGAGATGCATAGA (GA)6 (AG)5 157 COMPOSTO
R: ATTTCCCTCCGACCGCTT

HS 40 F:  GATGTCGCAACTCGAGCA (AG)17 124 PERFEITO
R: GCGCACATACCCACACAC

HS 41 F:  ACAGAAATCATGCACAGTCACC (GA)12 181 PERFEITO
R: GTCTCTGCCTACTCCCTGTTGT

HS 42 F:  ATTCATGCTCCACTGGCTTC (AG)14 207 PERFEITO
R: GACCACAGCTAGTGACGTGTTC

HS 43 F:  ATTCTGCAAACCCTCATTTC (TTC)5 (GCC)6 109 COMPOSTO
R:  AAAGAGAGAGTGTGTGTGCG

HS 44 F:  CACTCTCTCTCAGCATTTCCCT (CT)6 (CT)6 164 COMPOSTO
R:  AAGAAGGGAGAAGGGAAGCA

HS 45 F:  CTAACCCACTACAACTCTGGGC (CN11 140 PERFEITO
R: ATCCGATTTAGGACATTGGGT

HS 46 F: GATTGTGTGTGGTGTGTGTGG (AG)13 207 PERFEITO
R: CCCTCGTTCTTCTCTTCTTCTTC

HS 47 F:  TTCCCATCTCTCATCTCTCTCC (CA)5 (CT)18 (TC)5 (AC)S 250 COMPOSTO
R: GTTCTTGCTGCTGTTGTTGCT

HS 48 F:  GGACGAAACGAAATGGAGAGTA (GA)12 160 PERFEITO
R: AGTAAAGACACGTCATCCCCAC

HS 49 F:  GAATCATAGCAAAGTGCTGCTG (TG)5 (AG)7 (TG)5 149 COMPOSTO
R: CACATACACTCACACACCATCG

HS 50 F:  AATGTAGAGGTGAACGAGTGGG (CA)6 (CT)8 212 COMPOSTO
R: TCCAATTCAATGCAAATACACC

HS 51 F:  TGCAAACCCTCATTTCTTTTCTTC (CGC)6 134 PERFEITO
R: GGAGCAAATCGGGAAGCC

HS 52 F:  ACGTCTGCTTACTCAATCTACC (CT17 123 PERFEITO
R: GTGATCAGACCATAAAACAAAA

HS 53 F:  TCATGACTTGCACCAGCC (GA)6 (AG)9 126 COMPOSTO
R: CAAACGTTCACACACGCAG

HS 54 F: GCTAAATCAAGCAAACCTCGAC (AG)12 152 PERFEITO
R: AAAGCAGTCCATGATCCATTTC

HS 55 F: CACGGCTGTCTGTCGTTG (TO)11 118 PERFEITO
R: ACTCGAGCAGAAGAAGCAAATC

HS 56 F:  ATTGATGTGACTGTGTTGGGTG (GT)6 (AG)10 202 COMPOSTO
R: ATTCCAATTTTCTGCAAACCG

HS 57 F:  CAAACAAGCTTTATGTGGGTCA (CT)10 172 PERFEITO
R: AGCTCAAGGAAGTGGGATCTAA

HS 58 F: GTGCTACTCTCTCTTTCTCCGC (TC)14 100 PERFEITO
R: AGTGAAGGGGCAATGAAGC

HS 59 F: CCCAGACTTACCAGAAGCATTT (CM)12 220 PERFEITO
R: GGAATTCGATTGGCTGCT

HS 60 F:  TATAGTGGTCCTGCACCCTTGT (GA)14 128 PERFEITO
R: TTTTCCCTTGTGCTTCGC

HS 61 F:  TCTATTGGAGTGTTTCCCTCAC (CT)15 129 PERFEITO
R: AGATTCAAGAGAAAACGGAAAA

HS 62 F: ATTGTGTGTGTTGTGTGTGGG (AG)7 (AG)16 244 COMPOSTO
R: TTTATTTCTTCTTCTTCCCTCGC

HS 63 F:  GTGAGCTTGTGCTACTCTCCCT (CT)15 178 PERFEITO
R: TTGTCACCGTGTTTCTAGCAGT

HS 64 F:  GAGGAATCTCAGCCAAGTCCTA (AG)10 169 PERFEITO
R:

CCCAGCCTCTACAAACTCTCTG
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HS 65 F:  TGTGTTGTGTGAGTGTGTGGAT (TG)5 (TG)5 107 COMPOSTO
R: CTTCCCGATTTCTCACTGGT

HS 66 F: GCGCACACATACTCACACAGA (CA)6 (AC)5 100 COMPOSTO
R: TCTGTGCATTTCTTTTATGCGA

HS 67 F: GTCGATCCGATTTAGGACATTG (AG)19 176 PERFEITO
R: GCACACACCCACACTCCA

HS 68 F:  CTTTTCTGCAACCCTCATTCTT (CT)9 185 PERFEITO
R: ACTCGAGCTGAGAAAACGAATC

HS 69 F:  CGTTGGTAGCGGCTGTATTAAG (AG)24 132 PERFEITO
R: CACTCTCTTTTCCCGATTTTCC

HS 70 F:  TTGAAGATTTCGTGTTGTA (CM)12 116 PERFEITO
R: AGTATAATAGTGACTCCTTGAAA

HS 71 F: CATAGAAGGAGCAGAAGAAGCG (AG)10 118 PERFEITO
R: CAGCATTTCCCTCCGACC

HS 72 F:  GCATCTTGAGAAGAAAGAGGGA (TGG)5 144 PERFEITO
R: TGTAGATGGAATCTTGCCACTG

HS 73 F:  GCAGAGAGAGATGCATAGAAGGA (GA)5 (AG)8 (GA)14 229 COMPOSTO
R: CACGTGAGTTCGTGCTACTCTC

HS 74 F:  GAATAGACCCACGTCAACAACA (CT)13 219 PERFEITO
R

GGACGAAACGAAATGGAGAGTA

Os iniciadores desenhados possuem entre 18 pb e 24 pb de comprimento. Dos

motivos microssatélites desenhados, 47 sdo perfeitos e 27 sdo compostos. Segundo Harr et

al., (2000), o processo de slippage do DNA, responsavel pela origem de novos alelos

dentro dos microssatélites, também pode remover as interrupcdes dos microssatélites

imperfeitos, o que aumenta a frequéncia dos perfeitos. Foram observados 94% de regides
contendo motivos dinucleotideos (TG/AC, CA/GT, TC/AG, CTI/IGA) e seis% de
trinucleotideos (GCA, TGC, TTC, GCC, CGC, TGG) (Figura 3.8). A ocorréncia de di ou

tri nucleotidos foi decorrente da sonda (TC)i3 usada no enriquecimento da biblioteca

gendmica.

[ Dinucleotideo
OTrinucleotideo

09% 09% 09% 09% 09% 18%
e

g = I = I R -

6,3% 7,1%

46,0%

34,0%

GCC TGC TGG CGC TIC GCA TG/AC CA/GT TC/AG CT/GA

Figura 3.8: Motivos microssatélites encontrados nas 74 sequéncias de iniciadores

3.3.2 Caracterizacdo dos iniciadores construidos a partir da biblioteca

desenhados a partir da biblioteca Tspl. A) Frequéncia dos motivos quanto ao
numero de unidades que se repetem. B) Frequéncia dos tipos de motivos.
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Dos 74 pares de iniciadores desenhados, 35 pares foram selecionadas para a sintese
e otimizacdo. A selecdo baseou-se em critérios relacionados ao contetdo do motivo. Os
dinucleotideos sdo 0s motivos que normalmente exibem maior polimorfismo na analise de
locos e por isso foram preferencialmente escolhidos. A selecdo de trinucleotideos se deu na
tentativa de se obter maior cobertura do genoma. As sequéncias mononucleotidicas,
tendem a formar stutters (sombras de bandas com uma repeticdo a mais ou a menos no
alelo), um dos principais complicadores da analise de microssatélites. Microssatélites tri,
tetra e pentanucleotidicos apresentam menor stutter, ou pelo menos é mais facil distinguir
alelos de stutter nestes e, por consequéncia, seus alelos parecem ter uma melhor definicéo,
facilitam a analise, aumentam a eficiéncia na distingdo de individuos e a reducdo em erros
de genotipagem. Porém, os motivos tetra e pentanucleotideos tendem a fornecer baixo
polimorfismo, 0 que ndo os torna muito interessante em analises genéticas (Morgante et
al., 2002). As condicbes de amplificacdo, para os 35 pares de iniciadores sintezados, foram

padronizadas satisfatoriamente (Figura 3.9).
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Figura 3.9. Perfil dos fragmentos gerados a partir das reacfes de amplificacdo via PCR,
com o iniciador HS26, com 35 individuos. Acrilamida 6%, corado com prata.

A temperatura de anelamento dos 35 iniciadores selecionados para a amplificacéo
especifica de cada loco microssatélite variou entre 48°C e 64°C (Figura 3.10). A maioria
dos iniciadores apresentou temperatura de anelamento igual a 56°C. Esse é um dado
importante uma vez que iniciadores com a mesma temperatura possibilitam montagens de
sistemas multiplex, em que varios locos sdo analisados simultaneamente a partir de uma

unica reacdo de PCR ou de PCR independentes, seguidas em uma Unica eletroforese.
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Figura 3.10. Variacdo da temperatura de anelamento especifica obtida a partir da
amplificacdo dos 35 iniciadores otimizados.

O tamanho dos fragmentos gerados variou entre 80 pb e 450 pb (Tabela 3.3). Todos
os locos avaliados revelaram polimorfismo. O namero de alelos observado foi elevado, o
que é esperado para locos microssatélites que sdo multialélicos (Goldstein & Schl6tterer,
1999). A média de alelos por loco foi de 8,82 ao considerar todos os 35 individuos como
pertencentes de uma Unica populacdo (Tabela 3.3). O loco que apresentou maior numero
de alelos foi 0 HS35 (33 alelos). Os locos HS02, HS19 e HS34 foram os que apresentaram
0 menor nimero de alelos (quatro alelos por loco). A heterozigosidade esperada (He),
considerando o conjunto de individuos, foi de 0,78. A maior heterozigosidade esperada foi
verificada no loco HS35 (0,94) e a menor (0,62) no loco HS15. Este pardmetro pode ser
tomado como uma medida do potencial informativo do loco, em analises genéticas, uma
vez que reflete em diversidade genética e permite uma discriminagéo individual precisa

para estudos populacionais da espécie
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Tabela 3.3: Relacdo dos 35 pares de iniciadores sintetizado e caracterizados para espécie
Hancornia speciosa.

Iniciador Motivo Sequencia dos iniciadores Frag. Frag. Tanel A He
(forward e reverse —5°— 37) Esp. (pb) Obt. (pb) (oC)
HS 01 (GCA)s (TC)a0 F: GTGTCTTCCATCCGAGCTTAAC 275 250 a 310 50 13 0,89
(GCA)s R: TTTCCCAGAAAGGAGAGGTACA
HS 02 (CTa F: AATTCAACCCTTCTGCGAATC 169 80 a 150 50 4 0,68
R: CACCAGGAACGATCAGGAAG
HS 03 (CT)s (CT)e F: CACTCTCTCTCAGCATTTCCCT 158 120 a 180 58 0,81
R: TGCATAGAAGGAGAAGAAGAAGC
HS 04 (AG)17 F: GCGAGTCGAATTCCAATTACTC 247 80 a 200 54 13 0,84
R: AAAGTCCAGTAATAGCGCCAAA
HS 05 (GA)5 (TGC)s  F: GGGTGTACTGCCACAAGGTACT 177 200 a 300 58 0,73
R: GTGTCTTCCATCCGAGCTTAAC
HS 06 (GA)14 F: CGGCTGTATTAAGTCTATTGCCA 107 100 a 150 50 7 0,75
R: CCCTGCCACTCTCTTTTCC
HS07  (CTs(TC)s ~ F ACTCACACAAAGCTCACACACC 261  220a260 56 5 0,69
(CA) R: AGGTAATCAGTTCTGGGGAGGT
HS 08 (CA)s (CT)r F: AATGTAGAGGTGAACGAGTGGG 248 2002250 48 12 0,89
R: TACACCCTGCTCATCGTTTATG
HS 09 (CT)7 (CTho F: TGCAAACCCTCGTTTATTTCTT 262 2002300 64 8 081
(CTe R: ATTGTGTGTGTTGTGTGTGGG
HS 10 (CT)1e (CTs F: ACAAATCAATGAGGAGGTGCTT 135 100a200 52 8 085
R: TAACTATGTGCAACCGCAAGAC
HS 11 (GA)17 F: GTGATATTTCGTGCTCTCCAAG 106 100 a 200 50 8 0’77
R: CTCTGCCACTGTGCAACC
HS 12 (CT)a2 F: CAAACCCTCGTTCTTCTCTTCT 214 200 a 250 56 5 0,66
R: GATGTCGCAACTCGAGCA
HS 13 (CN12 F: CTGGGGTACTTCAGCAAATCAC 101 100 a 150 56 8 0,84
R: CATCAAAGACCGTTGTCTCCTT
HS 14 (TC)1a F: GAGCAGGAGTCAGGAAAATCAC 126 100 a 200 56 6 0,71
R: ACAGTGAAGGGGCAATGAAG
HS 15 (GA)16 F: GTGAGTGTTGTGCGTGTGTGT 116 150 a 300 60 5 0,62
R: CTTCTTCTTCCTCTCGCGGT
HS 16 (GA)12 F: CGTTGGTAGCGGCTGTATTAAG 114 100 a 150 48 7 0,72
R: CCCCTCCTGCCACTCTCT
HS 17 (GA)ss F: ACTCGAGCAGAAGAAGCAAATC 116 100 a 200 54 11 0,82
R: ACACACCCTCATCAGCCC
HS 18 (AG)1s F: ATTCATGCTCCACTGGCTTC 207 300a350 50 11 0,87
R: GACCACAGCTAGTGACGTGTTC
HS19 (TTC)(GCC)s F: ATTCTGCAAACCCTCATTTC 109 350 a 400 56 4 0,63
R: AAAGAGAGAGTGTGTGTGCG
HS 20 (CTu F: CTAACCCACTACAACTCTGGGC 140 200 a 250 50 9 0,84
R: ATCCGATTTAGGACATTGGGT
HS 21 (AG)13 F: GATTGTGTGTGGTGTGTGTGG 207 200 a 300 64 7 0,76
R: CCCTCGTTCTTCTCTTCTTCTTC
HS 22 (GA)12 F: GGACGAAACGAAATGGAGAGTA 160 180 a 220 56 7 0’74
R: AGTAAAGACACGTCATCCCCAC
HS 23 (CGC)s F: TGCAAACCCTCATTTCTTTTCTTC 134 180 a 250 56 9 0,84
R: GGAGCAAATCGGGAAGCC
HS 24 (AG)1 F: GCTAAATCAAGCAAACCTCGAC 152 200 a 300 58 7 0,81
R: AAAGCAGTCCATGATCCATTTC
HS 25 (TC)un F: CACGGCTGTCTGTCGTTG 118 80 a 150 56 6 065
R: ACTCGAGCAGAAGAAGCAAATC
HS 26 (CTo F: CAAACAAGCTTTATGTGGGTCA 172 200 a 300 58 o 0,80
R: AGCTCAAGGAAGTGGGATCTAA
HS 27 (GA)14 F: TATAGTGGTCCTGCACCCTTGT 128 100 a 150 54 20 0’94
R: TTTTCCCTTGTGCTTCGC
HS 28 (CTM)is F: TCTATTGGAGTGTTTCCCTCAC 129 250 a 300 56 5 0’76
R: AGATTCAAGAGAAAACGGAAAA
HS 29 (CTM)1s F: GTGAGCTTGTGCTACTCTCCCT 178 300 a 400 50 0’68
R: TTGTCACCGTGTTTCTAGCAGT
HS 30 (AG)1o F: GAGGAATCTCAGCCAAGTCCTA 169 180 a 200 56 10 0,88
R: CCCAGCCTCTACAAACTCTCTG
HS 31 (AG)19 F: GTCGATCCGATTTAGGACATTG 176 50 a 100 56 5 0,70
R: GCACACACCCACACTCCA
HS 32 (CT)s F: CTTTTCTGCAACCCTCATTCTT 185 200 a 300 52 14 0,90
R: ACTCGAGCTGAGAAAACGAATC
HS 33 (AG)24 F: CGTTGGTAGCGGCTGTATTAAG 132 80a 120 56 0’83
R: CACTCTCTTTTCCCGATTTTCC
HS 34 (TGG)s F: GCATCTTGAGAAGAAAGAGGGA 144 180 a 200 60 4 0,65
R: TGTAGATGGAATCTTGCCACTG
HS 35 ?7? F: GCATAGAAGGAGCAGAAGAAGC 2977 250 a 300 62 33 0.95
R: GAGCAGGAGTCAGGAAAATCAC '
MEDIA - - - - - 88 0,78
Frag. Esp.: tamanho do fragmento esperado; Frag. Obt.: intervalo do fragmento obtido; TAnel: temperatura

de anelamento do iniciador. A: nimero médio de alelos por loco; He: heterozigozidade esperada sob

equilibrio de Hardy-Weinberg.
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3.4 CONCLUSOES

v" A metodologia usada no desenvolvimento dos iniciadores representa eficiente
ferramenta na identificacdo de locos microssatélites para a espécie Hancornia
speciosa;

v' Os 74 pares de inciadores desenvolvidos apresentam diferentes composicdes, tamanhos e
motivos de repeticao;

v As condicdes de amplificacdo, para os 35 pares de iniciadores sintezados, estdo
padronizadas;

v Todos os locos avaliados revelaram polimorfismo, com alto indice médio de alelos;

v" O indice médio de heterozigosidade esperada foi alto, o que reflete em diversidade
genética e permite uma discriminacéo individual precisa para estudos populacionais
da espécie;

v' A bateria de marcadores moleculares desenvolvidos resulta, portanto em uma
ferramenta adequada para ser utilizada em estudos de caracterizacdo genética de

populacBes da espécie.
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4- CARACTERIZACAO GENETICA DE PROGENIES DE Hancornia speciosa
Gomes (Apocynaceae) DO CERRADO

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a magnitude e a distribuicdo espacial da
variabilidade genética em populacdes naturais de H. speciosa do Cerrado a partir de
marcadores moleculares microssatélites. Foram avaliadas 162 progénies a partir de seis
pares de iniciadores desenvolvidos e padronizados para a espécie. Os iniciadores utilizados
revelaram alto indice de polimorfismo, com valor médio de 20,17 alelos por loco. O valor
estimado de Fst, ao considerar cada area geografica como uma subpopulacéo foi de 0,19.
Este parametro é um indicativo da divergéncia genética entre as subpopulacdes, o que
sugere um alto nivel de diferenciacdo e restricdo ao fluxo génico. A estimativa do
pardmetro Nst foi consideravelmente maior que o Fsr, 0 que confirma a grande diversidade
existente entre as subpopulacGes de mangabeira do Cerrado. A andlise de associacao entre
as distancias genéticas e as distancias geograficas observadas entre as subpopulacdes
revelou a auséncia de correlacdo significativa e confirma, para esse estudo, um padrdo
aleatério de distribuicdo espacial da variabilidade genética entre subpopulacbes. Ao
considerar as variedades boténicas como diferentes populagdes, observou-se uma
estimativa de 0,0583 para a estatistica Fst e 0 valor estimado de Nst foi de 0,1738 o0 que
mais uma vez indica, a maior sensibilidade deste parametro para detectar divergéncia entre
populacdes. Na analise de estrutura genética par a par entre as variedades botanicas,
observou-se uma maior semelhanca genética entre H. s. var. gardneri e H. s. var.
pubescens. A variedade H. s. var. cuyabensis mostrou-se a mais divergente em relacdo as
demais. A populacdo de Japonvar — MG ndo se agrupou com H. s. var. speciosa e
corrobora com a hipétese de esta pertencer a outra variedade botanica, o que deve ser
melhor investigado.

Palavras-Chave: Mangaba, MICROSSATELITE, estrutura genética.

GENETIC CHARACTERIZATION OF Hancornia speciosa Gomes (Apocynaceae)
PROGENIES FROM BRAZILIAN CERRADO

ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the magnitude and spatial distribution
of genetic variability in natural populations of H. speciosa do Cerrado from molecular
markers microsatellites. Sixty-two progenies were evaluated from six pairs of primers
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developed and standardized for the species. The primers used revealed a high index of
polymorphism, with a mean value of 20.17 alleles per locus. The estimated value of Fsr,
considering each geographical area as a subpopulation was 0.19. This parameter is
indicative of the genetic divergence among the subpopulations, which suggests a high level
of differentiation and restriction to the gene flow. The estimate of the NST parameter was
considerably higher than the Fst, which confirms the great diversity among the
subpopulations of the Cerrado mangrove. The analysis of association between the genetic
distances and the geographical distances observed between the subpopulations revealed the
absence of significant correlation and confirms for this study a random pattern of spatial
distribution of genetic variability among subpopulations. When considering the botanical
varieties as different populations, an estimate of 0.0583 was observed for the FST statistic
and the estimated NST was 0.11738, which again indicates the greater sensitivity of this
parameter to detect divergence between populations. In the analysis of genetic structure par
to the pair among the botanical varieties, it was observed a greater genetic similarity
between H. s. var. gardneri and H. s. var. pubescens. The H. s. var. cuyabensis was the
most divergent in relation to the others. The population of Japonvar - MG was not grouped
with H. s. var. speciosa and corroborates with the hypothesis that this belong to another
botanical variety, which should be further investigated.

Key words: Mangaba, Microssatélite, Genetic Structure.

4.1 INTRODUCAO

O Cerrado apresenta elevada diversidade, decorrente da variedade de
ambientes. Dessa forma, 0s organismos estao sujeitos a diferentes pressdes seletivas, o que
resulta em diferenciagdes genéticas. Esse fato é observado na mangabeira (Hancornia
speciosa Gomes) que apresenta seis variedades botéanicas identificadas, com diferencas
marcantes na morfologia foliar e no porte da planta adulta: H. speciosa var. speciosa, H.
speciosa var. maximiliani A. DC., H. speciosa var. cuyabensis Malme, H. speciosa var.
lundii A. DC., H. speciosa var. gardneri (A. DC.) Muell. Arg., H. speciosa var. pubescens
(Nees. e Martius) Muell. Arg. (Monachino, 1945).

Os frutos da mangabeira apresentam potencial para atividades agroindustriais e
podem ser usados na producdo de sucos, geléias e sorvetes. Alguns fatores, no entanto,
inibem a expansdo do seu cultivo, dentre eles o lento crescimento da planta até a idade
reprodutiva e a forte sazonalidade. Para tornar a espécie interessante para 0S pProcessos
industriais, sdo necessarios programas de melhoramento genético a partir de informacdes
de Bancos de Germoplasma (Vieria Neto et al., 2006). A partir da preocupagdo com a
conservacao das populacGes naturais e necessidade de demanda por materiais melhorados,

foi formada na Escola de Agronomia e Engenharia de Alimentos da Universidade Federal
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de Goids (EA/UFG), uma colecdo ex situ de progénies de mangabeira do Cerrado. A
caracterizagdo genotipica dessa colecdo passou a ser, portanto uma necessidade para o
conhecimento e futura utilizacdo da variabilidade disponivel. A variabilidade genética €
um instrumento de investigacdo muito importante quando se deseja verificar afinidades e
limites entre as espécies, detectar modos de reproducdo e estrutura familiar, estimar niveis
de migracdo e dispersdo nas populacbes e até mesmo para ajudar na identificacdo de
espécies ameacadas de extingdo. A caracterizacdo da variabilidade genética de populacdes
naturais é também imprescindivel para o melhoramento genético, uma vez que toda a
selecdo de genotipos superiores é baseada na diversidade genética (Chaves, 2006).

Os marcadores moleculares s&o locos génicos que apresentam algum
polimorfismo e podem ser recomendados para estudos de populacBes naturais. Marcadores
moleculares co-dominantes destacam-se em estudos populacionais, dentre eles 0s
microssatélites, que consistem em repeticdes em tandem de pequenos motivos de

sequéncia com 1 a 6 nucleotideos. Essas sequéncias apresentam uma elevada taxa de

mutacdo, da ordem de 10'3, 0 que resulta em uma ampla variacdo no numero de unidades
repetidas. Assim, os dados gerados por essa classe de marcadores sdo altamente
informativos e amplamente utilizados em programas de caracterizacdo genética de
populacbes, em mapeamento genético e em identificacdo de individuos. Este tipo de
marcador detecta padrdes de estrutura de populagdes que dependem de forgas que afetam
igualmente todos os locos, tais como o fluxo génico e deriva genética, mas também de
fatores que agem diferentemente em cada loco, tais como as forcas seletivas, processos de
mutac&o e tipo de heranca (Goldstein e Schlotterer, 1999).

A quantificacdo da composicdo, padroes de estrutura e distribuicdo da
variabilidade genética em popula¢fes naturais é de suma importancia para se inferir sobre
a atuacdo dos processos microevolutivos nas espécies. Assim, com base nesse principio, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a magnitude e a distribuicdo espacial da variabilidade
genética em progénies de H. speciosa Gomes provenientes de populag¢des naturais, a partir

de marcadores moleculares microssatélites.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Material vegetal
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Foram coletadas folhas jovens de 162 mangabeiras, pertencentes a colecdo de
germoplasma da Escola de Agronomia e Engenharia de Alimentos da Universidade
Federal de Goias, que contempla a representacdo de progénies de 32 areas geograficas
(Tabela 4.1) e quatro variedades botanicas (Tabela 4.2): H. speciosa var. speciosa (H. s.
var. speciosa), H. speciosa var. cuyabensis Malme (H. s. var. cuyabensis), H. speciosa var.
gardneri (A. DC.) Muell. Arg. (H. s. var. gardneri), H. speciosa var. pubescens (Nees. e
Martius) Muell. Arg. (H. s. var. pubescens). Para a maioria das progénies, instaladas em
ensaio com repeticGes, foram genotipadas duas plantas por progénie. Apos a coleta, as
plantas foram marcadas em campo e catalogadas em um mapa de controle. A localizagéo e
a distancia geogréfica das matrizes que originaram a colecdo de germoplasma foram
determinadas, a partir das coordenadas geograficas e a altitude (m) pelo Sistema de
Posicionamento Global — GPS (Figura 4.1). As folhas coletadas foram posteriormente

estocadas a —20° C.

Tabela 4.1. Localidades, coordenadas geograficas e variedades das matrizes de
mangabeira do Cerrado representadas na cole¢do da EA/UFG (Anexos B), em
fungdo do municipio de coleta.

Subpopulagdo Municipio - - Bloco Latitude Longitude Altitude . A
Estado Progénie  Planta ) (0) (m) Variedade botanica
1 la | 14°46,157° 49°03,497° 549 H. s. var.pubescens
1b I\ 14°46,157° 49°03,497° 549 H. s. var.pubescens
5 2a | 14°46,157° 49°03,497° 549 H. s. var.pubescens
2b 1] 14°46,157° 49°03,497° 549 H. s. var.pubescens
3 3a | 14°46,079° 49°03,509° 544 H. s. var.gardneri
3b 1 14°46,079° 49°03,509° 544 H. s. var.gardneri
101* 101 I\ 14°46,079° 49°03,509’ 544 H. s. var.gardneri
1 Barro Alto - GO 102* 102 \Y 14°46,079° 49°03,509’ 544 H. s. var.gardneri
103* 103 \Y} 14°46,079° 49°03,509° 544 H. s. var.gardneri
104* 104 I\ 14°46,079° 49°03,509’ 544 H. s. var.gardneri
105* 105 v 14°46,079° 49°03,509° 544 H. s. var.gardneri
106* 106 I\ 14°46,079° 49°03,509’ 544 H. s. var.gardneri
108* 108 \Y 14°46,079° 49°03,509° 544 H. s. var.gardneri
109* 109 \Y} 14°46,079° 49°03,509° 544 H. s. var.gardneri
110* 110 I\ 14°46,079° 49°03,509’ 544 H. s. var.gardneri
4 4a | 14°16,790° 49°13,602° 434 H. s. var.pubescens
2 Campinorte - GO 4b 11 14°16,790° 49°13,602° 434 H. s. var.pubescens
60 60 \Y 14°16,758’ 49°13,599° 438 H. s. var.pubescens
3 5 5a | 13°06,162° 49°11,912° 342 H. s. var.gardneri
Porangatu - GO 5b 1 14°16,758° 49°13,599° 438 H. s. var. gardneri
62 62 \Y 13°00,814 49°09,723° 342 H. s. var.gardneri
4 6 6a | 10°30,923’ 46°53,475° 444 H. s. var.speciosa
6b v 10°30,923° 46°53,475° 444 H. s. var.speciosa
Jalapdo - TO 7 7a 11 10°30,915° 46°53,447 446 H. s. var.speciosa
7b \Y 10°30,915° 46°53,447° 446 H. s. var.speciosa
8 8 | 10°34,870° 46°48,968° 469 H. s. var.speciosa
9 9 [\ 10°33,638’ 46°46,914° 401 H. s. var.speciosa
5 Mateiro - TO 10 10 | 10°24,520° 46°29,569° 491 H. s. var.speciosa
6 Diancoolis - TO 11 11 11 11°02,970° 46°33,569° 656 H. s. var.speciosa
P 12 12 11 11°33,829° 46°33,790° 687 H. s. var.speciosa
7 Sdo Desidério - BA 13 13 11 12°33,002° 45°55.217° 811 H. s. var.speciosa
8 1l4a | 14°30,746° 46°32,988° 551 H. s. var.gardneri
A'Voraf’aG‘g’ Norte 14 14b 07714930,746046°32,988° 551 H. s. var.gardneri
66 66 Vv 14°30,755° 46°33,055° 529 H. s. var.gardneri
9 Alexania - GO 15 15a | 16°12,756° 48°24,500° 970 H. s. var.pubescens
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15b 1] 16°12,756° 48°24,500° 970 H. s. var.pubescens
16 16a | 16°12,756’ 48°24,483° 962 H. s. var.pubescens
16b 1 16°12,756° 48°24,483° 962 H. s. var.pubescens
17 17 | 15°32,393° 50°26,696° 420 H. s. var.gardneri
67 67 \ 15°12,472° 50°55,184° 376 H. s. var.gardneri
10 Matrincha - GO 68 68 vV 15°12,473° 50°55,150° 384 H. s. var.gardneri
71 71 \ 15°32,399’ 50°28,501° 416 H. s. var.gardneri
72 72 \Y 15°32,399° 50°28,491° 399 H. s. var.gardneri
18 18a | 15°59,545° 50°06,402’ 597 H. s. var.gardneri
11 Goias - GO 18b 1 15°59,545° 50°06,402’ 597 H. s. var.gardneri
73 73 \Y 15°59,146° 50°06,202° 583 H. s. var.gardneri
19 19 | 16°34,349 48021,734 951 H. s. var.gardneri
12 Silvania - GO 19b 1 16°34,349 48°21,734 951 H. s. var.gardneri
20 20a | 16°34,353’ 48°21,724° 951 H. s. var.gardneri
20b 1 16°34,353’ 48°21,724° 951 H. s. var.gardneri
Luziania - GO 21 21 | 16°43,081° 48°05,093° 941 H.s. var.gardner!
13 29 22a | 16°43,104° 48°05,073° 942 H. s. var.gardneri
22b 1] 16°43,104° 48°05,073° 942 H. s. var.gardneri
23 23a | 16°35,994° 49°16.77" 729 H. s. var.pubescens
23b \Y 16°35,994° 49°16.77" 729 H. s. var.pubescens
o4 24a | 16°35,994° 49016.77" 729 H. s. var.pubescens
24b 1 16°35,994° 49°16.77" 729 H. s. var.pubescens
14 Goiania - GO 25 25a | 16°35,994° 49°16.77" 729 H. s. var.pubescens
25b 1 16°35,994° 49°16.77" 729 H. s. var.pubescens
26 26a | 16°35,994° 49°16.77" 729 H. s. var.gardneri
26b 1 16°35,994° 49016.77" 729 H. s. var.gardneri
74 74 V 16°43,891° 48°06,198° 883 H. s. var.gardneri
75 75 \Y 16°48,235° 48°12,138’ 952 H. s. var.gardneri
o7 27a | 15°48 332’ 48°52,674° 1303 H. s. var.gardneri
27b 1 15°48 332’ 48°52,674° 1303 H. s. var.gardneri
2g* 28a | 15°48 332’ 48°52,674° 1303 H. s. var.gardneri
15 Pirenépolis - GO 28b 1l 15°48 332 48°52,674° 1303 H. s. var.gardneri
29 29a | 15°48 332’ 48°52,674° 1303 H. s. var.gardneri
29b 1 15°48 332’ 48° 52,674 1303 H. s. var.gardneri
78* 78 \Y 15°48 332’ 48°52,674° 1303 H. s. var.gardneri
79* 79 \Y 15°48 332’ 48° 52,674 1303 H. s. var.gardneri
16 Piranhas - GO 30 30 | 16°27,585° 51°42,432° 500 H. s. var.gardneri
80 80 \ 16°27,618° 51°42,494° 498 H. s. var.gardneri
31 3la | 15°51,259° 52°11,948’ 509 H. s. var.gardneri
3la 1] 15°51,259° 52°11,948’ 509 H. s. var.gardneri
17 Barra d&$ar‘?as : I 3%a i 15%51,065° 53511.918° 393 H.'s. var gardneri
32b 1 15°51,265° 52°11,918’ 393 H. s. var.gardneri
33 33a | 15°51,351° 52°11,850° 343 H. s. var.gardneri
33b 1 15°51,351° 52°11,850° 343 H. s. var.gardneri
34 34a | 15°36,230° 53°04,538 461 H. s. var.gardneri
18 General Carneiro - 34b 1l 15°36,230° 53°04,538 461 H. s. var.gardneri
MT 35 35a | 15°35,820° 53°09,676° 466 H. s. var.gadnerii
35b 1 15°35,820° 53°09,676’ 466 H. s. var.gadnerii
81 81 \Y 15°35,853° 53°09,640° 484 H. s. var.gardneri
36 36a | 15°30,579° 55°17,448’ 729 H. s. var.cuyabensis
36b 1 15°30,579° 55°17,448° 729 H. s. var.cuyabensis
19 Chapada dos 2 37a i 15930,741°5518,629° 745 H. . var.cuyabensis
Guimardes - MT ! 37b i 1530.741°55°18,629° 745 H. s. var.cuyabensis
38 38a | 15°29,897° 55°19,692° 740 H. s. var.cuyabensis
38b 1 15°29,897° 55°19,692° 740 H. s. var.cuyabensis
40 40a | 16°44,743° 54°38 935’ 537 H. s. var.cuyabensis
20 Rondonéoolis- MT 40b 1 16°44,743° 54°38,935° 537 H. s. var.cuyabensis
P 41 41 | 16°44,743° 54°38,935° 537 H. s. var.cuyabensis
42 42a | 16°50,220° 54°42,006° 453 H. s. var.cuyabensis
42h 11 16°50,220° 54°42,006° 453 H. s. var.cuyabensis
3 43a | 17°49,688° 54°43 358 459 H. s. var.gardneri
43h 11 17°49,688’ 54°43 358’ 459 H. s. var.gardneri
21 Sonora - MS 44 44a | 17°49,688° 54°43,358° 459 H. s. var.gardneri
44b 1 17°49,688° 54°43,358’ 459 H. s. var.gardneri
45 45a | 17°49,688° 54°43,358’ 459 H. s. var.gardneri
45h 1 17°49,688° 54°43,358’ 459 H. s. var.gardneri
46 46a | 18°36,954° 54°46,358’ 261 H. s. var.gardneri
Coxim - MS 46b 1 18°36,954° 54°46,358’ 261 H. s. var.gardneri
22 47 47a 1 18°36,954° 54°46,358’ 261 H. s. var.gardneri
47h 1 18°36,954° 54°46,358° 261 H. s. var.gardneri
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8 48a | 18°35,161° 54°46,144° 256 H. s. var.gardneri
48b 1 18°35,161° 54°46,144° 256 H. s. var.gardneri
23 . 52a | 18°23,604° 53°20,270° 735 H. s. var.gardneri
Costa Rica - MS 52 52b il 18923,604°  53920,270° 735 H. . var.gardneri
49 49a | 18°14,744° 53°59,150° 348 H. s. var.gardneri
49h 1] 18°14,744° 53°59,150° 348 H. s. var.gardneri
24 Alcingpolis - MS 50 50a I 18°14,744° 53°59,150° 348 H. s. var.gardneri
50b 1 18°14,744° 53°59,150° 348 H. s. var.gardneri
51 5la | 18°14,756’ 53°58,896’ 317 H. s. var.gardneri
51b 1 18°14,756’ 53°58,896’ 317 H. s. var.gardneri
Chapado do Sul - 53 53 | 18°36,58° 53°00,259° 787 H. s. var.gardneri
25 MS 54 54a | 18°36,58” 53°00,259’ 787 H. s. var.gardneri
54b 1 18°36,58° 53°00,259° 787 H. s. var.gardneri
55 55a | 18°33,316° 51°08,102’ 467 H. s. var.gardneri
55b VI 18°33,316° 51°08,102’ 467 H. s. var.gardneri
26 Cagu - GO 56 56a | 18°33,316° 51°08,102° 467 H. s. var.gardneri
56b 1 18°33,316° 51°08,102’ 467 H. s. var.gardneri
57 57a | 18°33,316° 51°08,102° 467 H. s. var.gardneri
57b 1 18°33,316° 51°08,102° 467 H. s. var.gardneri
5g* 58a | 14°22,510' 48° 45,010 600 -
58b 1 14°22,510' 48° 45,010' 600 -
91* 91 VI 14° 22,510 48° 45,010 600 -
92* 92 VI 140 22,510' 48° 45,010 600 -
93* 93 VI 14°22,510' 48° 45,010 600 -
ga* 94a | 14°22,510' 48° 45,010 600 -
27 Niguelandia - GO 94b VI 14° 22 510' 48° 45,010 600 -
4 95+ 95 VI 14° 22 510' 48° 45,010 600 -
96* 96 VI 140 22,510' 48° 45,010 600 -
97+ 97a VI 14° 22,510 48° 45,010' 600 -
97b | 140 22,510' 48° 45,010 600 -
98* 98 VI 14°22,510' 48° 45,010 600 -
99* 99 VI 14°22,510' 48° 45,010 600 -
100* 100 VI 140 22,510' 48° 45,010 600 -
28 Posse - GO 65 65 \Y 14°06,833° 46°18,821° 811 H. s. var.speciosa
29 Ponte Alta - TO 63 63 \Y 10°38,987° 47°26,533° 380 H. s. var.speciosa
30 Orizona — GO 76 76 | 16°45,840° 48°12,665’ 842 H. s. var.gardneri
5g* 59 | 15° 56,400' 44° 13,720" 900 -
59b 11 15° 56,400' 44° 13,720 900 -
82* 82 \ 15° 56,400' 44° 13,720 900 -
83* 83 | 15° 56,400' 44° 13,720 900 -
84* 84 | 15° 56,400' 44° 13,720 900 -
85* 85 | 15° 56,400' 44° 13,720" 900 -
86* 86 \ 15° 56,400' 44° 13,720 900 -
87* 87 \ 15° 56,400' 44° 13,720 900 -
81 Japonvar - MG 88~ 88 V150564000 44913,720 900 .
89* 89 \ 15° 56,400' 44° 13,720 900 -
117* 117 \4 15° 56,400 440 13,720' 900 -
118* 118 VI 15° 56,400' 44°13,720' 900 -
119* 119 VI 15° 56,400' 44°13,720' 900 -
120* 120 VI 15° 56,400 44° 13,720 900 -
122* 122 VI 15° 56,400' 44°13,720' 900 -
123* 123 VI 15° 56,400' 44°13,720' 900 -
125* 125 \4 15° 56,400 440 13,720' 900 -
126* 126 VI 15° 56,400' 44°13,720' 900 -
32 Araguapaz 69* 69 \ 15°20,185’ 50°38,030° 354 H. s. var.gardneri
70* 70 \Y 15°20,185° 50°38,030° 354 H. s. var.gardneri

*Coordenada por area e ndo por planta.

Tabela 4.2. Localidades, coordenadas geograficas e variedades das matrizes de mangabeira
do Cerrado representadas na colecdo da EA/UFG (Anexos B), em funcdo da
variedade boténica.

VARIEDADE
BOTANICA

MUNICIPIO - ESTADO

N° DE INDIVIDUOS

POR MUNICIPIO

POR VARIEDADE BOTANICA

H. s. var.gardneri

Porangatu - GO

3

Alvorada do Norte - GO

3

66
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Matrinchd — GO
Goias - GO
Silvania - GO
Luziania - GO
Pirenépolis — GO
Piranhas - GO
General Carneiro — MT
Sonora — MS
Coxim — MS
Costa Rica - MS
Alcindpolis — MS
Chapadao do Sul - MS
Cacu— GO
Orizona — GO

Chapada dos Guimardes — MT
H. s. var.cuyabensis Rondondpolis- MT

11

Campinorte - GO
H. s. var.pubescens Alexania - GO

Jalapdo — TO
Ponte Alta - TO
Mateiro - TO
Diandpolis - TO
H. s. var.speciosa Séo Desidério - BA
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Figura 4.1. Localidades de coleta das subpopula¢bes de mangabeira do
representadas na colecdo da EA/UFG.

4.2.2 Extragdo de DNA

Cerrado
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O DNA gendmico foi extraido de acordo com protocolo CTAB 2%, descrito
por Ferreira & Grattapaglia (1998). Foram realizadas adaptacOes na tentativa de eliminar o
excesso de polissacarideos que se associam as moléculas de DNA. Para tanto foi acrescido
no tampao de extracdo 1,5% de B-mercaptoetanol e 5% de PVPP. Apds a incubagdo a 65°C
por 45 minutos, foi realizada lavagem com CIA (cloroférmio-alcool isoamilico 24:1),
seguida de precipitacdo do DNA com alcool isopropilico. Apos a precipitacdo, 0 DNA foi
submetido a lavagem com NaCl a 1 M. O DNA foi novamente precipitado e submetido a
lavagem com etanol 70% (2X), seguido da lavagem com etanol absoluto 1X (Figura 4.2).
A quantificacdo do DNA extraido foi realizada a partir de eletroforese em gel de agarose a
1%. O gel foi corado com brometo de etidio a concentragdo de 0,5 pg/ul por 15 minutos.
As fotos foram obtidas a partir de uma camera escura e transiluminador UV. A
quantificacdo dos fragmentos de DNA reveladas no gel de agarose foi realizada a partir da

comparagao visual com o DNA Fago A.
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Figura 4.2: Etapas do processo de extracdo de DNA, A) Coleta e armazenamento de
folhas, Limpeza e liofilizacdo das folhas na presenca de nitrogénio liquido em
cadinho de porcelana, Acréscimo de tampdo de extracdo ao macerado e
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submissdo das amostras ao banho-maria; B) Desproteinizacdo com CIA,
seguido de lavagem com sal; C) Lavagem com etanol 70% (2X), seguido da
lavagem com etanol absoluto (1X), Fonte: Almeida Janior (2008).

4.2.3 Condicdes de amplificacéo

Foram utilizados seis pares de iniciadores microssatélites genémicos (HS01, HS05,
HS24, HS26, HS27 e HS30) desenvolvidos e padronizados para a espécie H. speciosa
(Tabela 4.3), conforme descrito no Capitulo 1. A amplificacao foi realizada em um volume
final de 25 pL por reagédo composta por 10 ng de DNA gendmico, 1X de tampdo de PCR,;
1,5 mM MgCly; 0,4 mM dNTPs; 0,1 uM de cada iniciador e 1 U de Tag DNA polimerase.
As amplificacbes ocorreram no termociclador modelo PTC-100 (MJ Research Inc.) em
microplacas de 96 slots, ajustado para 30 ciclos com a seguinte programacao:
desnaturacdo: 94 °C -1 minuto; anelamento: variacdo de temperatura conforme o iniciador
testado; elongacdo: 72 °C — 1 minuto. Foi acrescido ao programa uma etapa inicial de 94 °C

-5 minutos e uma etapa final de 72 °C — 7 minutos.

Tabela 4.3: Sequiéncias dos pares de iniciadores desenvolvidos para H. speciosa que
amplificaram locos microssateélites.

Iniciador Sequencia dos iniciadores Temperatura de Microsatellite
(forward e reverse — 5°— 3°) Anelamento °C

HS 01 F: GTGTCTTCCATCCGAGCTTAAC 50 (GCA)6 (TC)20 (GCA)s
R: TTTCCCAGAAAGGAGAGGTACA

HS 05 F: GGGTGTACTGCCACAAGGTACT 58 (GA)15 (TGC)s
R: GTGTCTTCCATCCGAGCTTAAC

HS 24 F: GCTAAATCAAGCAAACCTCGAC 58 (AG)12
R: AAAGCAGTCCATGATCCATTTC

HS 26 F: CAAACAAGCTTTATGTGGGTCA 58 (CTwo
R: AGCTCAAGGAAGTGGGATCTAA

HS 27 F: TATAGTGGTCCTGCACCCTTGT 54 (GA)14
R: TTTTCCCTTGTGCTTCGC

HS 30 F: GAGGAATCTCAGCCAAGTCCTA 56 (AG)10
R: CCCAGCCTCTACAAACTCTCTG

Para verificar a amplificacdo dos iniciadores utilizou-se a eletroforese em géis de
poliacrilamida 6%, corados com prata segundo Creste et al., 2001 (Figura 4.3). As
frequéncias alélicas e genotipicas em cada loco foram obtidas a partir da leitura dos dados
nos geis, feita com uso de transluminador. Os fragmentos visualizados foram estimados em
pares de base, por comparacdo com DNA padrdo de peso molecular conhecido (ladder 10
bp - Invitrogen®), cuja amplitude é de 10 bp a 330 bp. Os fragmentos que apresentaram

mesma mobilidade foram considerados como o mesmo alelo, a presenca de fragmento
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Unico foi considerada como alelos em homozigose. Os alelos nulos ndo foram

considerados para as analises.

Figura 4.3: Perfil dos fragmentos gerados a partir das reacfes de PCR, com o iniciador
HSO01, com 155 genotipos, aplicado em sistema miltiplex. Poliacrilamida 6%,
corado com prata.

4.2.4 Metodologia de analise estatistica dos dados

Os dados coletados a partir das freqliéncias alélicas e genotipicas em cada loco
foram organizados em planilhas e convertidos para os formatos exigidos para as analises
computacionais. Os individuos foram avaliados quanto a subpopulagdo, bem como a
variedade botanica pertencente sob 0s seguintes aspectos:

a) Parametros genéticos: os parametros genéticos de diversidade foram obtidos pelo
programa GDA. Foram estimados: a porcentagem de locos polimoérficos (P); o nimero
médio de alelos por loco (A); o nimero médio de alelos por loco polimérfico (Ap); a
heterozigosidade esperada sob condi¢bes do equilibrio de Hardy-Weinberg (He),
heterozigosidade observada (Ho) e indice de fixacdo intrapopulacional (f). Foram
estabelecidos intervalos de confianga a 95% de probabilidade a partir do procedimento de
“bootstrap” com 10.000 repetigcdes (Weir, 1996).

b) Estrutura populacional: a decomposi¢do da variacao total e suas componentes entre
e dentro de populacdes foi realizada pela metodologia desenvolvida por Excoffier et al.
(1992). As estatisticas F foram estimadas sob modelo aleatério de acordo com Weir
(1996), em que as populacbes amostradas sdo consideradas como representativas da
espécie e com uma histéria evolutiva comum (modelo mutacional de alelos infinitos). As
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estatisticas F incluem o coeficiente de correlacdo intra-classe dos alelos (identidade por
estado) para genes dentro de individuos, com relagdo a populagéo total (Fit); o coeficiente
de correlacdo de genes dentro de individuos, considerando uma subpopulacédo (Fis); e 0
coeficiente de correlacdo de genes dentro de subpopulacdes com relagdo a populacéo total
(Fst) (Weir & Cockerham 1984) e foi calculado com o uso do programa SPAGeDI v 1.2
(Hardy & Vekemans, 2007). Foram estabelecidos intervalos de confianga a 95% de
probabilidade para os respectivos parametros a partir do procedimento de “bootstrap” com
10.000 repeticdes (Weir, 1996). O Fst € uma medida de diferenca entre as populagdes e
tende a aumentar a medida que a populacdo diverge por deriva genética e a diminuir
devido ao fluxo génico. O Fis se refere a probabilidade de dois alelos serem idénticos por
descendéncia. Quando a idéia de identidade por descendéncia € estendida a alelos que nédo
estdo necessariamente no mesmo individuo, o coeficiente de endogamia assume outro
sentido. Assim, o Fit € a endogamia referente a todas as popula¢fes enquanto que o Fis é a
endogamia dentro de cada populacdo. Em locos microssatélites, o processo mutacional
pode ndo estar de acordo com o que se admite no modelo de alelos infinitos com baixas
taxas de mutacdo. Por essa razdo, a estrutura genética molecular também foi quantificada
pela estatistica Nst, analogo ao Fst, que leva em consideracdo o tamanho dos alelos de
cada loco (“alelos ordenados™) na estimativa da estrutura genética populacional (Pons &
Petit 1996). A anélise da variancia do tamanho dos alelos nesse caso foi realizada a partir
do programa SPAGeDI v 1.2 (Hardy & Vekemans, 2007).

c) Estruturacdo da variabilidade: a matriz de valores estimados para as distancias
genéticas de Nei (1972) foi utilizada para a constru¢cdo de dendrogramas pelo método
UPGMA (unweighted pair-group method by arithmetic averages), que produz um arranjo
hierarquico de classificacdo das subpopulacBes. A representatividade deste dendrograma
foi testada por meio da correlacdo entre as distancias genéticas originais e as distancias
entre as subpopulacdes no dendrograma (correlacdo cofenética). A estabilidade dos
agrupamentos também foi testada, com o uso do procedimento de reamostragem por 10000
bootstraps. As matrizes de distdncias também foram representadas graficamente pelo
método de ordenacdo denominado Escalonamento Multidimensional N&o-Meétrico
(NMDS) por meio do programa NTSY'S versdo 2.02 (Rohlf, 1989).

d) Padrdo espacial interpopulacional: a fim de se avaliar a existéncia de padrbes
espaciais associados a divergéncia genética observada entre as populacdes, foi feita a

estimativa do coeficiente de correlacdo de Pearson entre as matrizes de distancias genéticas
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de Nei (1972) e de distancias geogréficas entre as subpopulagdes, obtidas a partir das
coordenadas geograficas. A significancia dessa correlacdo foi testada pelo procedimento de

Mantel, utilizando-se 10.000 permutacdes. A analise da estruturacdo genética espacial foi

realizada a partir do programa SPAGeDI v 1.2 (Hardy & Vekemans, 2007).

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Variabilidade Genética

Os locos avaliados apresentaram alto polimorfismo, com indice médio de 20,17
alelos por loco (Tabela 4.4). O loco HS27 apresentou o maior nimero de alelos (37 alelos)
enguanto que o loco HS26 apresentou o menor nimero (sete alelos). O nimero médio de
alelos por cada uma das 32 areas geogréaficas foi de 3,06 alelos. Este valor relativamente
baixo ocorreu em funcdo do pequeno numero de individuos oriundos de cada area
geografica devido a estratégia de coleta adotada que foi a de selecionar plantas produtivas
do méximo de populacdes. J& ao considerar as diferentes variedades botanicas, 0 nimero

médio de alelos foi de 8,79.

Tabela 4.4: Parametros de diversidade genética estimados com base nos locos de toda a
populacdo, variedades boténicas e areas geogréaficas de populagbes naturais
de H speciosa. n: numero de individuos. A: nimero médio de alelos por loco;
Ho: heterozigosidade observada; He: heterozigozidade esperada sob
equilibrio de Hardy-Weinberg; f: indice de fixacao intrapopulacional.

Parametros genéticos por loco. considerando toda a populacao

LOCO N A He Ho f
HS01 120 23 0,939609 0,583333 0,380162
HS05 110 18 0,886716 0,663636 0,252443
HS24 86 14 0,857201 0,476744 0,445285
HS26 125 7 0,585285 0,416000 0,290063
HS27 90 37 0,963935 0,866667 0,101417
HS30 112 21 0,860426 0,241071 0,720729
Média 107, 107 20,17 0,848862 0,541242 0,363557
Pardmetros genéticos por variedade botanica Y
Variedade N A He Ho f
boténica
H. s. var.speciosa 7,66 7,00 0,80 0,55 0,32
H. s. var.gardneri 48,33 15,33 0,84 0,57 0,32
H.s. 6,33 4,50 0,62 0,42 0,34
var.cuyabensis
H. s. var.pubenses 10,50 8,33 0,81 0,54 0,33
Média 18,20 8,79 0,77 0,52 0,33

Parametros genéticos por area geografica




90

N A He Ho f
Média 3,45 3,06 0,63 0,57 0,18

Y Nesta analise foram excluidas as populacdes Niquelandia, Japonvar, Barra do Garca, Posse e Araguapaz
para as quais havia ddvidas sobre as variedades botanicas

A He foi maior que a Ho tanto no estudo por loco, ao considerar todos os individuos
como pertencentes a uma unica populacdo, quanto para areas geogréficas e variedades
botanicas com valores médios respectivos de 0,84; 0,63; 0,77 para He e 0,54; 0,57 e 0,52
para Ho. Os valores obtidos para He sdo indicativos de diversidade genética elevada. Ja
aqueles obtidos para Ho sugerem uma taxa relativamente alta de endogamia nas
subpopulagBes estudadas. As estimativas dos indices médios de fixacdo (f) foram
respectivamente de 0,36, 0,33 e 0,18 para toda a populacdo, por variedades botanicas e por
areas geograficas (Tabela 4.4). Este indice de fixacdo ndo pode ser tomado como
indicativo de endogamia por sistema reprodutivo nos dois primeiros casos, ja que as
andlises consideraram como populacdo uma mistura de subpopulag¢@es. O valor obtido na
analise por subpopulacéo revela certo grau de endogamia nas subpopulacées. Como para a
maioria das progénies foram analisadas duas plantas irmas, este indice contém um
confundimento dos efeitos de progénies e endogamia de plantas individuais. O fato de a
espécie ter apresentado autoimcompatibilidade em um estudo realizado com uma
populacdo do Nordeste do Brasil (Darrault & Schlindwein, 2006) sugere o sistema de
alogamia. O confundimento referido e 0 pequeno nimero de matrizes por subpopulacdo
neste estudo ndo permitem inferéncias conclusivas sobre sistema reprodutivo. Desta forma,
recomendam-se estudos de biologia reprodutiva e fluxo génico intrapopulacional para

esclarecer o sistema reprodutivo das populacfes de mangabeira do Cerrado.

4.3.2 Estrutura genética interpopulacional

O valor obtido para Fis nesse trabalho foi de 0,2158, porém, como citado no item
4.3.1, sdo necessarios estudos para o esclarecimento do sistema reprodutivo das populagdes
de mangabeira do Cerrado. O valor estimado de Fst, ao considerar cada area geografica
como uma subpopulacgéo, foi de 0,19 (Tabela 4.5). Este pardmetro € um indicativo da
divergéncia genética entre as subpopulagdes, o0 que sugere um alto nivel de diferenciagéo.
A magnitude da diferenca genética entre subpopulacdes de uma espécie é geralmente
relacionada a intensidade de fluxo génico interpopulacional. Em geral, a maior

porcentagem da diversidade genética encontra-se dentro de subpopulacfes. A distribuicdo
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dessa variabilidade reflete, ao menos em parte, a acdo de processos genéticos do ponto de
vista populacional (selecdo e deriva genética), que aliados ao fluxo génico restrito,
direcionam a distribuicdo ndo aleatéria de genotipos em populacBes naturais. No caso de
marcadores eletivamente neutros, como 0s microssatélites, a diferenciacdo entre
populacdes é resultado apenas da deriva genética. A diversidade genética entre populacoes
€ uma caracteristica de populagGes fragmentadas e levadas ao isolamento. Assim,
subpopulagBes com menor tamanho efetivo e endogamia elevada resultam em maior
probabilidade de diferenciacdo genética. O fluxo génico por sua vez, homogeneiza as
diferengas genéticas entre as populagdes, mesmo em presenca de sele¢do intensa (Valva &
Coelho, 1997; Coelho & Valva, 2001). Em uma populacdo panmitica € esperado que toda a
variacdo genética encontre-se dentro de subpopulacGes, pois do ponto de vista genético,
todos os individuos da populagéo teriam as mesmas chances de intercruzarem. Assim, uma
variacdo genética alta entre subpopulagdes significa que ha fatores evolutivos atuando no
sentido de diferencia-las, o que induz ao pensamento de restricdo ao fluxo génico. Neste
estudo, o alto valor de Fst leva & hipoOtese de restricdo ao fluxo génico entre
subpopulacBes. Do ponto de vista da conservacdo genética, isto indica a necessidade de
amostragem de um grande nimero de subpopulacBes para representarem a variabilidade
genética interpopulacional, seja para conservacdo in situ, seja para coleta de germoplasma
para conservacao ex situ.

O uso das estatisticas F de Wright pressupbe o modelo mutacional de alelos
infinitos. Para dados de microssatélites uma alternativa seria considerar o modelo
mutacional stepwise. Por este modelo a divergéncia entre alelos seria proporcional a
diferenca no numero de repeticbes dos motivos (Slatkins, 1995). A estimativa do
pardmetro Nsr, andlogo ao Fst, porém considerando o tamanho dos alelos, forneceu um
valor de 0,3251, valor consideravelmente maior que o Fst. Esta diferenca marcante ocorre
quando a variacdo no tamanho dos alelos dentro das subpopulacGes € menor que as
diferencas entre subpopulacgdes. Este valor, portanto, reforca a grande diversidade existente

entre as subpopulagdes de mangabeira do Cerrado.

Tabela 4.5 Estimativa dos pardmetros indicadores do grau de estruturacdo genética em
naturais de mangabeira (H. speciosa) com dados de seis locos microssatélites,
32 areas geograficas.
Loco Fir Fis Fst Nst

HS01 0,38 0,26 0,16 0,32
HS05 0,25 0,10 0,16 0,18
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HS24 0,45 0,18 0,33 0,59
HS26 0,29 0,20 0,11 0,21
HS27 0,10 0,01 0,09 0,29
HS30 0,72 0,61 0,29 0,64
Total 0,36 0,21 0,19 0,32

Na mangabeira, apesar do numero limitado, alguns trabalhos foram
desenvolvidos com o intuito de investigar a variabilidade existente na espécie. A maioria
dos trabalhos realizados avalia dados morfologicos como Silva Junior et al (2003) que, ao
avaliarem uma populacdo adulta de mangabeira nativa em Sergipe, constataram a
existéncia de variabilidade entre as plantas. Almeida et al. (2003) encontraram grande
variabilidade genética ao estudar plantas de um pomar em Rio Largo, Alagoas. Barreira
Neto (2003) avaliou acessos de um banco de germoplasma na Paraiba e contatou que ha
uma variabilidade acentuada em relacdo a produtividade, tanto entre procedéncias quanto
entre acessos de dentro de procedéncias. Rezende et al., (2003) realizaram estudo a partir
de dados da altura da planta, diametro do caule e nimero de frutos em mangabeiras do
Cerrado e observaram diversidade entre populagdes e entre regides. Ganga (2008); Ganga
et al., (2010) realizou uma avaliacdo de frutos das matrizes que originaram algumas das
progénies estudadas nesse trabalho. A grande parte da variabilidade, segundo a autora, foi
evidenciada dentro das variedades para todos os caracteres avaliados: comprimento do
fruto; diametro do fruto; peso do fruto; nimero de sementes; peso total de sementes; peso
médio de uma semente; peso da polpa mais casca e rendimento de polpa mais casca. Ganga
(2008); Ganga et al., (2009), realizou ainda um estudo a partir de progénies da EA/UFG
para estimar parametros genéticos relativos ao desenvolvimento inicial das plantas no
campo. Muitas das progénies avaliadas sdo as mesmas estudadas nesse trabalho. As
progénies avaliadas apresentaram altos niveis de variacdo genética para os caracteres de
diametro do caule, altura de plantas e taxas de crescimento. Para o didmetro do caule, a
maior parte da variacdo genética estd dentro de populacbes e para altura esta entre
populagdes.

Ja em relacdo a estudos a partir de dados com marcadores moleculares cita-se
como exemplo Silva (2006) que realizou um estudo de polimorfismo a partir de cpDNA,
em oito populagdes naturais do Cerrado e constatou um elevado nivel de diversidade
genética em que cerca de 7% a 9% da variagdo genética total foi encontrada entre as
populacbes avaliadas. O valor de divergéncia genética encontrada dentro das populagdes

foi de 90% a 93%. Capinan (2007) realizou estudo a partir de marcadores moleculares
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RAPD, para trés populacdes naturais no estado da Bahia e observou que 16,1% da
variabilidade genética foi encontrada entre as populagdes e 83, 9% dentro de populagdes.
Esses valores foram semelhante ao encontrado por Moura (2003); Moura et al., (2011) em
estudos a partir de marcadores moleculares RAPD para oito populacbes naturais do
Cerrado, em que a maior parte da variacdo genetica (80,33%) concentrou-se dentro de
subpopulagdes. Moura (2003) avaliou ainda o indice de ¢st, uma estimativa usada para
marcadores dominantes, andloga a estimativa de Fst. O valor encontrado para o @st foi de
0,1956, muito proximo ao valor obtido nesse estudo com marcadores microssatélites para
Fst (0,19265). Foi realizada também, pela autora uma andlise entre duas variedades
botanicas (H. s. var.pubescens e H. s. var. gardinerii) em que a maior variabilidade
encontrada foi dentro das variedades (90,70%) A varia¢do encontrada entre as variedades
foi de 4,71%. Todos os trabalhos citados corroboram com os dados obtidos neste estudo.
Isto é, apontam para uma variabilidade genética significativa entre subpopulagoes.

A partir das distancias genéticas de Nei (1972) foi construido um dendrograma para
melhor visualizacdo da diversidade genética a partir do método UPGMA. A distribuicdo da
diversidade genética detectou um agrupamento das populacGes de maneira aleatoria,
independente da distancia geogréfica, o que indica que ndo ha estruturacdo genética das
populacdes no espaco geografico. Porém, os grupos ndo foram definidos com muita
clareza. Moura (2003) também detectou uma fraca associacdo entre subpopulacdes de
mangabeiras do Cerrado na representacdo grafica pelo método UPGMA, e ndo evidenciou
um padrdo geografico claro de agrupamento entre os individuos avaliados. Na tentativa de
uma melhor interpretacdo da diversidade genética, optou-se pelo método NMDS para a
representacdo grafica tridimensional das distancias genéticas (Figura 4.5). Foi possivel

observar mais uma vez a forte tendéncia das populagdes se agruparem aleatoriamente.
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Figura 4.4: Dendrograma para melhor visualizacdo da diversidade genética a partir do
método UPGMA.
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Figura 4.5: Andlise de coordenadas principais (PCA) (trés dimensdes) realizada sobre a
matriz de distancias genéticas de Nei (1972) entre 32 populagdes de H.
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speciosa, a partir de dados microssatélites. 1 (Barro Alto — GO), 2 (Campinorte —
GO), 3 (Porangatu — GO), 4 (Jalapdo — TO), 5 (Mateiro — TO), 6 (Diandpolis — TO), 7
(S&o Desidério — BA), 8 (Alvorada do Norte — GO), 9 (Alexania — GO), 10 (Matrinchd
—GO0), 11 (Goias — GO), 12 (Silvania — GO), 13 (Luziania — GO), 14 (Goiania — GO),
15 (Pirenopolis — GO), 16 (Piranhas — GO), 17 (Barra do Gar¢as — MT), 18 (General
Carneiro — MT), 19 (Chapada dos Guimardes — MT), 20 (Rondonépolis- MT), 21
(Sonora — MS), 22 (Coxim — MS), 23 (Costa Rica — MS), 24 (Alcinopolis — MS), 25
(Chapadéo do Sul — MS), 26 (Cacu — GO), 27 (Niquelandia — GO), 28 (Posse — GO),
29 (Ponte Alta — TO), 30 (Orizona — GO), 31 (Japonvar — MG), 32 (Araguapaz).

A variacdo entre populacfes pode existir também em escala geografica maior.
Geralmente, quanto mais distanciadas estdo as populacdes, maior é a diferenca detectada
entre as frequéncias alélicas e nas caracteristicas fenotipicas de base genética. A anélise de
correlacdo entre as distancias genéticas de Nei (1972) e as distancias geogréaficas
observadas entre as populacfes revelou a auséncia de uma correlacdo significativa entre
estas duas variaveis (r: 0,12128, p=0,0719) o que confirma, para esse estudo, a distribuicdo
aleatdria dos gendtipos e reforca a hipotese de restricdo ao fluxo génico, mesmo a curtas

distancias (Figura 4.6).
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Figura 4.6 Relacdo existente entre as distancias geogréaficas e as distancias genéticas de
Nei (1972) entre as 32 populacdes de H. speciosa, calculadas a partir de seis
locos microssatélites genémicos.
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Os resultados apontam, portanto, que o fator de maior relevancia para a
significativa variabilidade encontrada entre subpopulagdes, de forma ndo estruturada no
espaco ocorre em funcdo da deriva genética, 0 que causa estruturacdo aleatéria das
subpopulacBes, sem uma ordem geogréafica l6gica. Assim, o efeito da deriva genética
estaria se sobrepondo ao efeito do fluxo génico, ou seja, enquanto a deriva genética causa
uma estruturacdo aleatéria da variabilidade entre subpopulagdes, o fluxo génico néo
contrabalancaria esta diferenciacdo, mesmo a distancias relativamente pequenas. Dados
similares a este foram obtidos por Moura (2003) que, na andlise de subpopulacdes de
mangabeiras do Cerrado, ndo detectou correlagdo significativa entre distancias genéticas e
distancias geogréficas.

4.3.3 Estrutura genética entre variedades botanicas

Na analise de estrutura genética ao se considerarem as variedades botanicas como
diferentes populacGes, observou-se uma estimativa de 0,0583 para a estatistica Fst (Tabela
4, 5), o que indica que 5,83% da variabilidade genética total encontram-se entre variedades
botanicas e o restante dentro das variedades. O valor estimado de Nst foi de 0,1738 o que
mais uma vez indica, a maior sensibilidade deste parametro para detectar divergéncia entre
populacdes. Para esta analise foram desconsideradas as subpopulacfes para as quais havia
duvida quanto a classificacdo nas diferentes variedades botanicas. A populacdo de Posse —
GO, apresentava caracteristicas de folha intermediarias entre as variedades H. s. var
gardneri e H. s. var. speciosa, enquanto as populactes de Barra do Gargcas — MT e General
Carneiro — MT apresentavam caracteristicas intermediarias entre H. s. var gardneri e H. s.
var. cuyabensis. A posicdo geografica destas subpopulactes leva a hipotese de cruzamento
entre populacGes de diferentes variedades boténicas nas regides limitrofes de ocorréncia
(Ganga, 2008). A populagdo de Japonvar, no norte de Minas Gerais, apresenta folhas
semelhantes a H. s. var. speciosa. Segundo a descricdo de Monachino (1945) a variedade
H. s. var. maximiliani diferencia-se de H. s. var. speciosa por algumas caracteristicas
florais. Como consta a ocorréncia da primeira em Minas Gerais e ndo foi realizada uma
analise de diferenciacdo por caracteristicas florais, a populagdo de Japonvar também foi
desconsiderada nesta primeira analise. Comparando-se a magnitude da diversidade
genética entre variedades botanicas com a variabilidade total entre subpopulages, verifica-

se que uma porcdo consideravel desta variabilidade encontra-se entre subpopulagdes dentro
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de variedades botanicas, com aproximadamente 14% quando medida pelo Fst e 13% com
0 Nsr.

Considerando-se, como hipétese, a populacéo de Japonvar — MG como uma quinta
variedade boténica os valores de Fst e Nst estimados foram 0,0643 e 0,1927,
respectivamente, semelhantes aos valores obtidos desconsiderando esta populagdo (Tabela
4.6). O numero médio de alelos por loco nesta populacéo foi de 8,10. Foram encontrados
ainda para a referida populacdo, dois alelos privados no loco HS27, um no loco HS24 e um
no loco HSOL.

Tabela 4.6 Estimativa dos parametros indicadores do grau de estruturacdo genética em
populagbes naturais de mangabeira (H. speciosa) com dados de seis locos
microssatélites, a partir da diferenca entre as variedades botanicas.

Estimativa para quatro variedades botanicas Estimativa para variedades boténicas, considerando
Japonvar como uma variedade a parte
Loco Fir Fis Fst Nst Loco Firr Fis Fst Nst

HS01 0,382 0,377 0,008 0,155 HSO1 0,382 0,377 0,006 0,157
HS05 0,249 0,207 0,053 0,067 HS05 0,293 0,225 0,088 0,107
HS24 0,558 0,478 0,153 0,410 HS24 0,524 0,439 0,150 0,446
HS26 0,265 0,225 0,051 0,123 HS26 0,256 0,227 0,037 0,109
HS27 0,124 0,081 0,047 0,246 HS27 0,125 0,081 0,048 0,245
HS30 0,657 0,644 0,036 0,135 HS30 0,677 0,661 0,046 0,149
Total 0,374 0,335 0,058 0,173 Total 0,378 0,336 0,064 0,192

Foi realizada uma analise de estrutura genética par a par entre as variedades
botanicas (Tabela 4.7). A partir das distancias genéticas obtidas, foi construido um
dendrograma a fim de uma melhor representacdo da relacéo entre as variedades botanicas
(Figura 4.7). Observou-se uma maior semelhanca entre H. s. var. gardneri e H. s. var.
pubescens o que era esperado pelo fato de apresentarem uma simpatria em sua ocorréncia
(Rizzo & Ferreira, 1990). A variedade H. s. var. cuyabensis mostrou-se a mais divergente
em relacdo as demais. O fato de a populacdo de Japonvar — MG ndo ter se agrupado com
H. s. var. speciosa, corrobora a hipotese de esta pertencer a outra variedade botéanica, o que

deve ser melhor investigado.

Tabela 4.7 Estimativa dos pardmetros indicadores do grau de estruturacdo genética em
populacbes naturais de mangabeira (H. speciosa) com dados de seis locos
microssatélites, a partir da diferenca entre as variedades boténicas sob o
modelo de modelo stepwise, par a par.

LOCO P/G P/S G/S G/ JIS GIC P/ P/C CIS Ch

HS01  -0,0176 0,0887 00808 0,0812 -0,0303 0,1771 0,0745 0,1353  0,4000  0,4269
HS05 0,0372 01267 0,1314 0,1359 0,2791 -0,0240 0,2454 0,0339  0,1187 0,1084
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HS24 -0,0252  -0,0034  0,0489 0,0831 0,2476 0,7432 0.0943 0,7190 0,5249 0,9111
HS26 0,2357  0,1142 0,0569 -0,0098 0,0280 0,0166  0,2883 0,2391 0,0208 -0,0261
HS27 0,1568  0,0548 0,0885  0,1038 0,2186 0,1454  0,4024 0,4682 0,3930 0,2205
HS30 0,0748  0,0515 -0,0041 0,1589 0,1153 0,2498  0,2224 0,2200 0,2758 0,2169
TOTAL 0,0667 0,0829 0,0839 0,0996 0,1517 0,1979 0,2274 0,2759 0,3013 0,3873
P: H. s. var. pubenses; G: H. s. var. gardineri; S: H. s. var. speciosa ; J: japonvar; C: H. s. var. cuyabensis;

H. 5. var.cuyabensis

H. 5. var.pubenses

H. 5. var.gardneri m

H. 5. var.speciosa
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Figura 4.6 Dendrograma construido a partir da anélise de seis locos microssatélites de H.

speciosa, considerando como distancia genética o valor da estimativa de Nst
par a par entre as variedades botanicas.

4.4 CONCLUSOES

v

v

Os locos avaliados apresentam alto indice de polimorfismo e sdo indicativos de
diversidade genética elevada;

O valor estimado tanto para Fst quanto para Nst foram indicativos da divergéncia
genética entre as subpopulacdes, o que sugere um alto nivel de diferenciacdo e
restricdo ao fluxo génico;

A distribuicdo da variabilidade ocorre de maneira aleatéria, independente da
distancia geografica, o que indica que ndo ha estruturacdo genética das populacGes
no espaco geogréfico e reforga a hipdtese de restrigdo ao fluxo génico;

Ao comparar a magnitude da diversidade genética entre variedades botanicas com a
variabilidade total entre subpopulac@es, verifica-se que uma porc¢do consideravel
desta variabilidade encontra-se entre subpopulacdes dentro de variedades botanicas,
com aproximadamente 14% quando medida pelo Fst e 13% com o Nsr;

Observa-se uma maior semelhanca genética entre H. s. var. gardneri e H. s. var.

pubescens. A variedade H. s. var. cuyabensis mostrou-se a mais divergente em
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relacdo as demais; a populagdo de Japonvar — MG ndo se agrupou com H. s. var.
speciosa, 0 que corrobora a hipotese de esta pertencer a outra variedade botanica o

que deve ser melhor investigado.

5. CONCLUSOES GERAIS

v

v

A construgdo de biblioteca Tspl509 constitui estratégia eficiente na identificacao de
locos microssatélites para a espécie Hancornia speciosa.

Os iniciadores desenhados, sintetizados e padronizados apresentam indice elevado
de polimorfismo, resultando em ferramenta adequada pra ser utilizada em estudos
de caracterizacdo genética de populacGes da espécie.

O valor obtido para He foi alto, o que é um indicativo de diversidade genética
elevada.

As subpopulagcbes de H. speciosa apresentam consideravel variabilidade genética
estruturada entre as subpopulagdes, o que sugere restricdo ao fluxo génico.

A distribuicdo aleatéria da variabilidade genética, independente da distancia
geografica, indica auséncia de estruturacdo genética das subpopulacGes no espaco
geografico.

As variedades botanicas H. speciosa var. gardneri e H. speciosa var. pubescens sdo
as mais semelhantes entre si e a variedade H. speciosa var. cuyabensis apresenta a

maior divergéncia em relacdo as demais.
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7. ANEXOS

Anexo A. Croqui da colecdo de frutiferas nativas do Cerrado da EA/UFG. Sementes provenientes
de 109 matrizes de 35 regides do Cerrado brasileiro (Goiés, Tocantis, Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul e Bahia) foram utilizadas na implantacdo da colegdo de
germoplasma da espécie na EA/UFG em dezembro de 2005. O delineamento
experimental usado foi o de blocos completos casualizados com 57 tratamentos,
quatro repeticdes e uma planta por parcela no espacamento de 5 m x 6m. Os
tratamentos foram construidos por progénies de polinizacéo livre (Ganga, 2008).
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