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RESUMO

LUZ, G. A. Diversidade genética em acessos de mangaba do Banco de
Germoplasma da Embrapa Meio-Norte. 56p. Dissertagdo (Mestrado em Genética e
Melhoramento), UFPI, Teresina, 2016.

A mangabeira € uma fruteira nativa do Brasil que tem se destacado pelo
potencial de exploracdo de seus frutos. Essa espécie esta em processo de erosao
genética ressaltando-se, desse modo, a importdncia do conhecimento da
diversidade genética existente para subsidiar programas de conservacdo e
melhoramento genético. Desta forma, este estudo objetivou avaliar a diversidade
genética dos acessos de mangabeira do Banco de Germoplasma da Embrapa Meio-
Norte por meio de marcadores ISSR e caracterizacdo fisica e fisico-quimica dos
frutos. Na caracterizacdo dos frutos foram avaliadas oito caracteristicas fisicas e
quatro fisico-quimicas em 14 acessos, sendo 13 oriundos da Paraiba e um do Piaui.
No dendrograma, formaram-se trés grupos. Os dois primeiros componentes
principais retiveram 71,55% da variagdo. Dentre 0s acessos, destaca-se 0 acesso
M1 pelas caracteristicas fisico-quimicas e rendimento de polpa e o0 acesso M3 pelas
caracteristicas fisicas dos frutos. Na analise molecular foram caracterizados 29
acessos do Brasil, sendo um de Sergipe, um da Bahia, trés do Distrito Federal, 11
do Piaui e 13 da Paraiba. Com as amplificacdes dos 11 iniciadores ISSR obteve-se
166 marcadores dos quais 120 foram polimérficos. O nimero de locos amplificados
variou entre quatro (UBC 813) e 25 (UBC 826) com média de 15,09 bandas por
iniciador. O coeficiente de similaridade variou de 0,57 a 0,94. A andlise do
dendrograma permitiu a identificacdo de sete grupos. A diversidade genética de Nei
e o indice de Shannon variaram, respectivamente, de 0,1505 a 0,2372 e de 0,2202 a
0,3430. A AMOVA indicou que 69,66% da variabilidade genética encontra-se dentro
das populacfes e as mesmas apresentam uma elevada diferenciacdo genética (Pst
= 0,30340). As populacdes do Piaui e Distrito Federal foram alocadas em um mesmo
grupo genético, enquanto a populacdo da Paraiba constituiu um grupo genético
distinto, sendo que houve fluxo génico entre 0s mesmos. Este estudo demonstra a
elevada diferenciacdo genética entre as populacbes de mangabeira estudadas.
Assim, a amostragem de muitas populacbes € importante para a eficiéncia dos
programas de melhoramento genético e conservacao da mangabeira.
Palavras-chave: Apocynaceae, caracterizagdo de frutos nativos, estrutura genética,

Hancornia speciosa, marcadores ISSR, variabilidade genética
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ABSTRACT

LUZ, G. A. Genetic diversity of mangaba accessions from the germplasm bank
of Embrapa Meio-Norte. 56p. Dissertation (Master of Genetics and Breeding), UFPI,
Teresina, 2016.

The mangabeira is a native fruit tree of Brazil that has been distinguished due the
exploration potential of its fruits. This species is under the effect of genetic erosion,
which highlights, therefore, the importance of the knowledge about the genetic
diversity to support conservation and breeding programs. Thus, this study aimed to
evaluate the genetic diversity of mangabeira accessions from the germoplasm bank
of Embrapa Meio-Norte by ISSR markers, physical characterization and
physicochemical analysis of the fruits. The fruit characterization was based on eight
physical variables and four physicochemical variables of 14 accessions, including 13
from Paraiba and one from Piaui. In the dendrogram analysis, it was observed three
groups. The first two principal components retained 71.55% of the variation. Among
the accessions, the access M1 stands out from the others by its physicochemical
characteristics and pulp yield of its fruits, while the access M3 by the physical
characteristics of its fruits. In the molecular analysis, 29 accessions were
characterized, including one access from Bahia, one from Sergipe, three from Distrito
Federal, 11 from Piaui, and 13 from Paraiba. The amplifications of 11 ISSR primers
generated a total of 166 markers, of which 120 were polymorphic. The number of
amplified loci ranged from 4 (UBC 813) to 25 (UBC 826) with an average of 15.09
bands per primer. The similarity coefficient ranged from 0.57 to 0.94. The
dendrogram analysis allowed the identification of seven groups. Nei’s genetic
diversity and Shannon index ranged from 0.1505 to 0.2372 and from 0.2202 to
0.3430, respectively. The AMOVA indicated that 69.66% of the genetic variability is
within the populations, and they present high genetic differentiation (Pst = 0.30340).
The populations of Piaui and Distrito Federal were allocated in the same genetic
group, while the population of Paraiba was allocated in a distinct genetic group. It
was observed gene flow between the populations. This study demonstrates the high
genetic differentiation among the mangabeira populations studied. Thus, the
sampling of a higher number of populations is important for the efficiency of breeding
and conservation programs of mangabeira.

Keywords: Apocynaceae, characterization of native fruits, genetic structure,

Hancornia speciosa, ISSR markers, genetic variability
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1 INTRODUCAO

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) € uma fruteira arborea nativa do
Brasil da familia Apocynaceae que se destaca pelo potencial de exploracédo de seus
frutos. A mangaba possui excelente sabor e pode ser consumida in natura ou
processada, entre outros, na forma de doces, licores, sucos e sorvetes, 0s quais tém
despertado o interesse de consumidores e agroindustrias (GANGA; CHAVES;
NAVES, 2009).

Apesar do potencial econbmico, a exploracdo da mangabeira € realizada
principalmente de forma extrativista (SOARES et al.,, 2015). Adicionalmente, a
mangabeira € uma espécie em domesticacdo que estd em processo de erosao
genética devido a expansao imobilidria e intensificacdo da atividade agricola em
areas de sua ocorréncia natural. Assim, ressalta-se a importancia do
desenvolvimento de estratégias de conservacdo para a mangabeira (SA; LEDO;
LEDO, 2011).

Nos processos de conservacdo, domesticacdo e melhoramento genético de
uma espécie, uma etapa indispensavel € o conhecimento da diversidade genética
existente (COSTA et al., 2011). O conhecimento dessa diversidade pode indicar as
melhores formas de utilizacdo dos recursos genéticos, fornecendo genitores
promissores para cruzamentos que proporcionem a obtencdo de hibridos com
caracteristicas superiores, além de permitir a identificacdo de duplicatas em bancos
de germoplasma (OLIVEIRA et al., 2014).

A variagdo genética entre individuos pode ser acessada por marcadores
fenotipicos e moleculares. A integracdo desses dois métodos contribui para a
eficiéncia de um programa de conservacado ou melhoramento de uma espécie nativa,
como a mangabeira (CHAVES, 2006).

Portanto, este estudo teve como objetivo avaliar a diversidade genética dos
acessos de mangabeira do Banco de Germoplasma da Embrapa Meio-Norte por

meio de marcadores ISSR e caracterizacao fisica e fisico-quimica dos frutos.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Classificagao botanica

H. speciosa, conhecida popularmente como mangabeira, € uma fruteira
tropical nativa do Brasil encontrada em todas as regides do pais na Caatinga,
Cerrado, Mata Atlantica e Amazoénia (CAMPOS FILHO; SARTORELLI, 2015). No
Nordeste, é abundante em solos arenosos da faixa litordnea (FERREIRA et al.,
2013).

A mangabeira possui seis variedades botanicas que se diferenciam,
sobretudo, por caracteristicas morfologicas relacionadas a flor e folha: H. speciosa
var. cuyabenses, H. speciosa var. gardneri, H. speciosa var. lundii, H. speciosa var.
maximiliani, H. speciosa var. pubescens e H. speciosa var. speciosa. Todas as
variedades predominam nas regides Centro-Oeste e Sudeste, exceto a variedade
speciosa que é abundante nas regifes Nordeste e Norte (LEDO et al., 2015).

A mangabeira € uma arvore que pode atingir até 15 m. Possui copa irregular,
tronco tortuoso com muitos ramos, 0Ss quais quando jovens sdo lisos e
avermelhados. As flores sdo brancas, perfumadas, hermafroditas, sendo a
inflorescéncia em dicéasio composta por até cinco flores em forma de campanula,
podendo ocorrer também flores isoladas (SILVA JUNIOR; LEDO, 2006).

As folhas sdo pecioladas, coridceas, opostas, simples. O fruto em formato
arredondado ou elipsoide contém geralmente de duas a 15 sementes rugosas,
achatadas e castanho-claras. A mangaba possui a casca amarela com estrias ou
manchas vermelhas, polpa viscosa, mole, doce e acida (EPSTEIN, 2004; SOARES
et al., 2006).

A mangabeira € uma planta de clima tropical que vegeta bem em areas com
alta insolacéo e precipitacdo pluviométrica variando de 750 a 1600 mm anuais. E
uma espeécie que suporta periodos de déficit hidrico e apresenta melhor
desenvolvimento vegetativo em temperaturas elevadas e menor umidade relativa do
ar, sendo a temperatura média ideal para seu cultivo em torno de 25°C (FERREIRA,;
MARINHO, 2007; VIEIRA NETO et al., 2002).

A floracdo da mangabeira é de agosto a novembro, mas dependendo da
regido pode haver a producdo de frutos o ano inteiro devido a flores temporas.
Porém a producdo efetua-se geralmente de outubro a abril, sendo a floracdo e
frutificacdo influenciadas pela época do ano, local e diferencas entre plantas de uma
mesma regiao (LIMA; SCARIOT, 2010).
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No litoral nordestino, a mangabeira floresce e frutifica duas vezes ao ano,
uma no verao e outra no inverno, respectivamente, nos meses de dezembro a abril e
de maio a julho. No cerrado, frequentemente ocorre uma safra por ano nos meses
de outubro a novembro, j& em Minas Gerais a floracdo € de setembro a novembro e
a frutificacdo de dezembro a janeiro (SILVA JUNIOR; LEDO, 2011).

No cerrado de Mato Grosso do Sul, a floragdo € de agosto a outubro,
entretanto, a frutificacdo acontece durante todo o ano devido ao florescimento fora
de época. No pantanal de Mato Grosso, o florescimento e a frutificagdo ocorrem na
estacdo chuvosa. No nordeste, o0 ciclo reprodutivo da mangabeira dura
aproximadamente 100 dias desde a abertura da flor ao amadurecimento do fruto
(SILVA JUNIOR; LEDO, 2011).

As sementes da mangabeira sdo recalcitrantes (BASTOS et al.,, 2007) e a
semeadura deve ser realizada até quatro dias apds a sua retirada dos frutos para
obter cerca de 90% de germinacdo (VIERA NETO, 2001), pois em condi¢ao
ambiente perdem rapidamente a viabilidade (BARROS et al., 2010).

A mangabeira € uma planta aldgama e autoincompativel (PINTO; OLIVEIRA;
SCHLINDWEIN, 2008). O sistema de polinizacdo de H. speciosa foi estudado por
Darrault e Schlindwein (2005), os quais por meio de trés tratamentos (polinizacao
cruzada manual, autopolinizacdo manual e autopolinizacdo espontanea)
constataram que todos os frutos provenientes de autopolinizacdo espontanea foram
abortados e apenas um proveniente de autopolinizagdo manual se desenvolveu.
Além disso, verificaram que 3% e 12% dos Ovulos das flores submetidas,
respectivamente, a polinizacdo espontanea e polinizacdo cruzada manual foram
fertilizados, enquanto para as autopolinizadas a taxa foi de 1%. Assim, o sucesso da
fecundacdo e a producao de frutos na espécie sao dependentes de visitantes florais,
como abelhas e mariposas, sendo que uma maior taxa de frutificacdo, frutos com
sementes maiores e mais numerosas sdo conseguidos com 0 aumento da
frequéncia dos polinizadores (DARRAULT; SCHLINDWEIN, 2006).

2.1.2 Importéancia econémica

O consumo de frutos tropicais tem crescido no mercado interno e externo em
consequéncia do valor nutricional e beneficios proporcionados para a saude
(RUFINO et al., 2010). O Brasil é detentor de uma grande biodiversidade (OLIVEIRA
et al., 2012). Entretanto, muitas espécies de fruteiras nativas que apresentam

caracteristicas organolépticas Unicas, alto valor nutricional e potencial para



16

agroindustrias sdo pouco exploradas, como a mangabeira (ALMEIDA et al., 2011;
CARDOSO et al., 2011).

A palavra mangaba é de origem indigena e significa “coisa boa de comer”.
Durante a segunda guerra mundial, o latex da mangabeira foi extremamente
explorado para a producdo de borracha (OLIVEIRA, 2011). O latex é popularmente
utilizado no tratamento de doencas, como gastrite e inflamacdo (ALMEIDA et al.,
2014). Estudos recentes tém demonstrado a propriedade anti-inflamatoria do latex
(MARINHO et al., 2011) e o efeito anti-hipertensivo do extrato das folhas (SILVA, G.
et al., 2011).

A mangabeira destaca-se pelo potencial econbmico de seus frutos, a
mangaba, a qual é apreciada principalmente pelos consumidores do Nordeste e
Centro-Oeste do Brasil pelo seu sabor agradavel, alto valor nutricional e
caracteristicas organolépticas (MARTINS et al., 2012).

A mangaba pode ser consumida in natura ou utilizada na produc¢éo de sucos,
sorvetes, compotas, geleias, licores e doces (GANGA et al., 2010; SILVA JUNIOR et
al., 2007). E uma excelente fonte de folato, vitamina A, proteina, fésforo, célcio,
possui niveis elevados de &cido ascoérbico e alta atividade antioxidante (CARDOSO
et al., 2014; LIMA et al., 2015a; SOARES et al., 2015).

Em 2014, foram produzidas 686 toneladas (t) de mangaba no Brasil. O
Nordeste concentrou a maior parte da producdo com 680 toneladas, sendo o estado
de Sergipe o maior produtor (353 t), seguido da Paraiba (93 t), Bahia (89 t), Rio
Grande do Norte (71 t), Ceara (38 t), Alagoas (34 t) e Maranhado (2 t). Na regido
Sudeste, a producado foi de 1 t em Minas Gerais, enquanto no Centro-Oeste 5 t
foram produzidas em Goias (IBGE, 2014).

Apesar do potencial econémico, a exploracdo da mangabeira € quase
essencialmente extrativista (SILVA, A. et al., 2011; SOARES et al., 2015) e o volume
de frutas disponivel no mercado n&o atende a demanda, impossibilitando o
processamento da fruta em grande escala (BESSA et al., 2012). Além disso, muitas
populag6es naturais dessa espécie estdo em processo de erosdo genética devido a
atividade agricola e especulacdo imobiliaria. Assim, ressalta-se a necessidade do
desenvolvimento de estratégias para a conservagao e incorporacao dessa espécie
em cultivo comercial (GANGA et al., 2010; SA; LEDO; LEDO, 2011).
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2.2 Conservacgéo dos recursos geneéticos e diversidade genética

Os recursos genéticos podem ser definidos como parte da biodiversidade com
uso atual ou futuro (GOEDERT, 2007), sendo o fator fundamental na adaptabilidade
e sustentabilidade dos sistemas de producdo (COLLETTE et al., 2015).

Os recursos genéticos podem ser perdidos, entre outros, pela vulnerabilidade
genética, deriva genética, erosdo genética ou destruicdo de habitat. A diversidade
genética € um elemento essencial para conservar a habilidade natural das espécies
de responder aos estresses bibticos e abidticos. Desta forma, a perda de
diversidade minimizara possivelmente a aptiddo de resposta das espécies a
mudancas climaticas e podera levar a eliminacdo de genes e combinacfes génicas
importantes para a adaptacdo dos organismos (CRUZ; SALGADO; BHERING,
2013).

Assim, € de extrema importancia a conservacao dos recursos genéticos, uma
vez que 0s mesmos sdo fontes de variabilidade para os programas de
melhoramento, os quais por meio da manipulacdo de genes buscam atender as
necessidades de agricultores e do mercado pela geracdo de gendtipos mais
produtivos e adaptados (NASS et al., 2012).

A conservacdo dos recursos fitogenéticos pode ser executada in situ, ex situ
ou pela combinacdo de ambos os métodos (BAENA; JARAMILO; MONTOYA, 2003).
A conservacdo in situ proporciona que as espécies continuem com O Processo
evolutivo, sendo efetivada em areas protegidas, por exemplo, parques nacionais e
reservas ambientais. A conservacao ex situ € realizada principalmente em bancos
de germoplasma na qual se evidencia o armazenamento de material de ancestrais
de cultivares modernas que além de ser fonte de variacdo para o melhoramento
genético, estao sob risco de extincdo (RAMALHO et al., 2012).

O conhecimento da diversidade genética é de fundamental importancia para a
conservacao e melhoramento genético de uma espécie (COSTA et al.,, 2011). A
variabilidade genética pode ser explorada pelo melhoramento genético ao viabilizar
o conhecimento de (genitores mais divergentes com caracteristicas
morfoagrondmicas de interesse para cruzamento que proporcione a obtencdo de
hibridos superiores com combinacdes génicas favoraveis e incomuns ndo existentes
nos genitores (CRUZ; FERREIRA; PESSONI, 2011; OLIVEIRA et al., 2014). Desta

forma, estudos de caracterizacdo de germoplasma sao indispensaveis.
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No Brasil, as fontes de variabilidade genética de fruteiras tropicais presentes
em colecbes sdo limitadas e expostas a erosdo genética, ressaltando-se, desse
modo, a importancia da conservacao de fruteiras nativas e exoéticas que além de
apresentarem potencial econémico pouco explorado, como a mangabeira, podem
contribuir com o melhoramento genético em busca de cultivares adaptadas as
condicdes locais e que se adeque as necessidades do mercado (LUNA; RAMOS
JUNIOR, 2005).

Portanto, os bancos de germoplasma séao de grande importancia e constituem
uma fonte de variabilidade para o melhoramento genético. No entanto, para que
essa variabilidade seja explorada com eficiéncia, é necesséaria a caracterizacdo de
germoplasma que pode ser efetuada por marcadores fenotipicos e moleculares
(VIEIRA et al., 2008).

2.3 Caracterizagao fisica e fisico-quimica dos frutos

A caracterizacdo de frutos in natura tem possibilitado o conhecimento do
potencial nutricional dos mesmos despertando o interesse da comunidade cientifica
(MATTIETTO et al., 2010). Dentre os diversos fatores que exercem influéncia sobre
as caracteristicas fisicas e fisico-quimicas dos frutos, encontra-se a constituicao
genética, condicbes edafocliméaticas, estadio de maturacao e tratamento pds-colheita
(FAGUNDES; YAMANISHI, 2001).

A caracterizacéo fisica e fisico-quimica dos frutos bem como a quantificacao
dos compostos bioativos sdo importantes na determinacdo do valor nutricional e
qualidade dos frutos (SOUZA et al., 2012). Com esses estudos, obtém-se
informacdes que sdo Uteis para o acondicionamento, manuseio e programas de
melhoramento genético, além de contribuir para a adocdo de uma tecnologia
adequada ao aproveitamento dos frutos na agroindustria (OLIVEIRA et al., 2009).
Adicionalmente, permite a identificacdo de genotipos promissores para consumo in
natura e processamento (OKATAN et al., 2015).

A qualidade da fruta é de extrema importancia na industria, principalmente de
sucos e polpas, pois influencia na utilizagdo de produtos sintéticos, como acgucar e
acidificantes. Frutos com caracteristicas quimicas e fisico-quimicas adequadas
apresentam uma reducéo da adicdo de compostos sintéticos no processamento. As
caracteristicas fisicas e fisico-quimicas dos frutos séo indicadores da maturacéo e
da qualidade externa e interna dos mesmos, sendo elementos determinantes da

demanda de mercado. A industria de sucos e polpas tem preferéncia por frutos de
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melhor aparéncia externa e interna na qual se pode mencionar o comprimento e
largura dos frutos, peso dos frutos, nimero de sementes, peso das sementes,
porcentagem da polpa, sdlidos soluveis totais (SST), acidez titulavel (ATT), pH e a
relacdo SST/ATT (CAVALCANTE et al.,, 2012). Assim, esses parametros citados,
dentre outros, sdo amplamente utilizados na caracterizacao fisica e fisico-quimica
dos frutos.

No setor agroindustrial brasileiro, a exploragcéo de frutas nativas apresenta um
grande potencial econdmico (HANSEN et al., 2013). Dentre as frutas nativas, a
mangaba destaca-se pelo sabor e valor nutritivo, podendo ser consumida in natura
ou processada. Entretanto, para maximizar o aproveitamento dos frutos pela
indUstria, € necessario o conhecimento das caracteristicas fisicas e fisico-quimicas e
do ponto étimo para consumo fresco e processamento (NARAIN et al., 2006).

Portanto, a caracterizacdo fisica e fisico-quimica dos frutos torna-se
importante ao demonstrar as potencialidades dos acessos quanto a producao de
frutas adequadas para consumo in natura e industrializacdo, além de permitir a
identificacdo e selecdo de gendtipos superiores quanto as caracteristicas
consideradas, sobretudo em espécies perenes (FREITAS et al., 2015).

2.4 Marcadores moleculares

O uso de marcadores moleculares tem facilitado a execucdo do
melhoramento de culturas pela velocidade e precisdo das analises genéticas
(MAMMADOV et al.,, 2012). O estudo das variagcbes genéticas presentes no
germoplasma proporciona a obtencéo de informagfes sobre a estrutura genética das
populacdes e os parametros de diversidade que subsidiam os programas de
melhoramento.  Além disso, tornam-se importantes para determinar se as
classificacfes taxondmicas baseadas em estruturas morfolégicas revelam padrdes
de diferenciacdo genética (GOVINDARAJ et al., 2015).

A caracterizagdo genética € realizada tradicionalmente a partir de marcadores
morfolégicos que sdo Uteis para acessar a variabilidade genética, entretanto, tém
limitacdes, tais como plasticidade e pouca variagdo genética entre individuos. Com o
advento de técnicas moleculares abriram-se novas perspectivas para estudos
genéticos (NYBOM; WEISING; ROTTER, 2014). Os marcadores moleculares
revelam polimorfismos de sequéncias de DNA capazes de diferenciar dois ou mais
individuos, sendo uma ferramenta de grande importancia para analise da
diversidade genética (FERREIRA; MORETZSOHN; BUSO, 2007).
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Devido a sua abundancia, facilidade de detec¢cdo e do comportamento como
caracteres de heranca simples e previsivel, ndo sendo afetados pelo ambiente, os
marcadores moleculares de DNA apresentam grande potencial de uso no
melhoramento genético (ALZATE-MARIN et al., 2005). Eles surgem de mutacdes no
DNA, tais como mutagOes de substituicao, insercdes, delecbes, ou de erros na
replicagdo do mesmo (GOVINDARAJ et al., 2015).

Os marcadores moleculares possuem varias aplicacdes, tais como na analise
filogenética e diversidade genética (GROVER; SHARMA, 2014). Podem ser
denominados de codominantes quando s&o capazes de discriminar entre
homozigotos e heterozigotos ou dominantes quando n&o permitem essa
discriminacdo entre homozigotos e heterozigotos. Os marcadores dominantes
informam se o alelo dominante esta presente ou ausente, enquanto os marcadores
codominantes mostram diferengas no tamanho dos fragmentos de DNA
amplificados, podendo identificar muitos alelos diferentes para um mesmo loco
(COLLARD et al., 2005).

Os marcadores moleculares também podem ser divididos pelo método de
analise: hibridizacdo, PCR (Polymerase Chain Reaction) e sequenciamento
(GROVER; SHARMA, 2014). O RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism)
foi o primeiro marcador desenvolvido baseado em hibridizacdo. A técnica
fundamenta-se na hibridizacdo de uma sonda com fragmentos de DNA gerados por
clivagem do mesmo pelas enzimas de restricdo. RFLP é de natureza codominante,
relativamente polimérfico e reprodutivel, entretanto, € uma técnica laboriosa, de alto
custo (AGARWAL; SHRIVASTAVA; PADH, 2008).

Os marcadores baseados em PCR compreendem, entre outros, o RAPD
(Random Amplified Polymorfic DNA), AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorfism), SSR (Simple Sequence Repeats) e ISSR (Inter Simple Sequence
Repeats). O RAPD utiliza iniciadores curtos de sequéncias arbitrarias, suprimindo
desta forma a necessidade do conhecimento prévio do genoma. Nesses
marcadores, o0 polimorfismo de DNA é gerado por mutacdes nos sitios de
anelamento do iniciador ao genoma. E uma técnica simples e de baixo custo
(OMONDI et al., 2016).

O AFLP proporciona uma ampla cobertura do genoma e é uma técnica
baseada na amplificacdo seletiva de fragmentos provenientes da clivagem do DNA

por enzimas de restricdo. A amplificacdo seletiva de fragmentos para um numero
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que seja possivel a andlise em gel € conseguida pela utilizagdo de iniciadores que
sdo complementares aos adaptadores, 0s quais séo ligados a fragmentos de DNA
provenientes de restricdo (MBA; TOHME, 2005). Os iniciadores na reacdo de pré-
amplificacdo possuem uma base adicional na extremidade 3’ e na reagao de
amplificacdo seletiva, os mesmos possuem trés nucleotideos adicionais na
extremidade 3’, onde o primeiro deve ser igual ao utilizado na reagdo de pré-
amplificacdo. AFLP é de natureza dominante, reprodutivel e gera um grande nimero
de fragmentos, sendo uma ferramenta importante em estudos genéticos, no entanto,
€ uma técnica trabalhosa (ARIF et al., 2010).

Os microssatélites sdo sequéncias de DNA que variam de 1 a 6 pares de
bases repetidas em tandem (PRIYONO; PUTRANTO, 2014). Essas sequéncias
estdo presentes em grande nimero no genoma dos eucariotos e apresentam uma
grande variagdo no numero de repeticdes devido, entre outros, ao deslizamento da
DNA polimerase. Os iniciadores sao desenhados em regibes que flanqueiam os
microssatélites, as quais sdo geralmente conservadas. SSRs sdo marcadores
codominantes, reprodutiveis e altamente variaveis, entretanto, uso dessa técnica
requer o conhecimento prévio do genoma (JIANG, 2013).

Os marcadores moleculares tém experimentado grandes avangos com o
advento das tecnologias de sequenciamento de nova geracdo, as quais tém
permitido o desenvolvimento de marcadores SNP (Single nucleotide polymorphisms)
(CLEVENGER et al., 2015). Esses marcadores detectam variacdo em uma Unica
base e nos ultimos anos, tém ganhado espaco nas andlises moleculares devido a
abundéancia e sua capacidade de serem utilizados em plataformas de deteccdo em
larga escala (MAMMADOV et al., 2012).

Desta forma, varios tipos de marcadores estdo disponiveis para 0s
pesquisadores, sendo considerado um marcador ideal aquele que apresenta alto
polimorfismo, codominancia, neutralidade, reprodutibilidade, de facil acesso e baixo
custo, entretanto, é dificil encontrar um marcador que atenda todos os requisitos
(KUMAR et al., 2009). Assim, a escolha do marcador deve ser baseada naquele que
mais se adequa ao objetivo do estudo e aos recursos financeiros disponiveis
(SEMAGN; BJORNSTAD; NDJIONDJOP, 2006).

2.4.1 Marcadores ISSR
ISSR sdo marcadores que utilizam um Unico iniciador para amplificar

segmentos de DNA presentes entre duas regides microssatélites idénticas (TIWARI
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et al., 2015). Esses marcadores nao discriminam os homozigotos de heterozigotos,
entretanto, geram multiplos fragmentos de DNA onde cada um é considerado um
loco, proporcionando assim a geracdo de muitos locos no genoma de qualquer
espécie sem a necessidade do conhecimento preliminar das sequéncias de DNA
alvo (NG; TAN, 2015).

Os iniciadores ISSR possuem geralmente de 16 a 25 pb, os quais podem ser
ancorados ou nao ancorados. Iniciadores ancorados possuem um oOu mais
nucleotideos na extremidade 3’ ou 5’, além dos motivos repetidos de DNA,
propiciando o anelamento na extremidade do microssatélite. Iniciadores néo
ancorados consistem apenas no microssatélite e podem anelar-se em qualquer
regido da repeticdo no DNA alvo, promovendo amplificacdes inconsistentes a cada
ciclo que interferem na reprodutibilidade dos resultados (REDDY; SARLA; SIDDIQ,
2002).

A sequéncia de repeticdo da qual é constituida o iniciador e o ancoramento do
mesmo influenciam no polimorfismo e na resolugcdo das bandas. Geralmente,
iniciadores de dinucleotideos ancorados na extremidade 3’ ou 5 sdo mais
polimérficos, sendo que o primeiro apresenta bandas mais claras que o segundo.
Além disso, iniciadores com AG, CT, GA, AC, TC ou CA exibem normalmente maior
polimorfismo do que os constituidos com TA ou AT que tendem ao autoanelamento
(VIJAYAN, 2005).

Os ISSR séo uteis em estudos filogenéticos e de diversidade genética,
inclusive de espécies estreitamente relacionadas (GHORBEL et al.,, 2014),
mapeamento génico (QUEZADA et al., 2014) e biologia evolutiva em inameras
espécies (JABBARZADEH et al., 2010). A técnica € de baixo custo, facil uso e
reprodutivel, sendo ideal para estudo em espécies em que a informacao genética
nao esta disponivel (NG; TAN, 2015).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Caracterizagao fisica e fisico-quimica dos frutos
3.1.1 Material vegetal

A caracterizacao fisica e fisico-quimica dos frutos foi realizada em 14 acessos
de mangabeira do Banco de Germoplasma da Embrapa Meio-Norte localizado em
Teresina - Pl, em uma latitude sul de 5°02°05.9" e longitude oeste de 42°48'15.3"
(Tabela 1).

Tabela 1 - Origem dos 14 acessos de mangabeira do Banco de Germoplasma da Embrapa Meio-
Norte utilizados na caracterizacao fisica e fisico-quimica dos frutos.

Acesso Estado
M1 Paraiba
M2 Paraiba
M3 Paraiba
M4 Paraiba
M5 Paraiba
M6 Paraiba
M7 Paraiba
M8 Paraiba
M9 Paraiba

M10 Paraiba
M12 Paraiba
M13 Paraiba
M14 Paraiba
M23 Piaui

3.1.2 Caracteristicas fisicas e fisico-quimicas dos frutos avaliadas

Em 2014, foram coletados 10 frutos maduros escolhidos aleatoriamente de
cada acesso para avaliacdo dos seguintes parametros fisicos: comprimento do fruto
(CF) e didametro do fruto (DF), aos quais foram mensurados com paquimetro digital,
namero de sementes (NS) por contagem manual, massa do fruto (MF), massa da
polpa (MP), massa da casca (MC) e massa total das sementes (MTS) determinadas
por balanca graduada em gramas, e o rendimento da polpa (RP), em porcentagem,
obtido por (MP/MF) x100.

Para a caracterizagao fisico-quimica foram utilizados dados de cinco frutos,
sendo analisadas as variaveis: solidos soluveis totais (SST) determinados por
refratbmetro digital e expresso em °Brix, acidez total titulavel (ATT) determinada por

titulometria com hidréxido de sodio (NaOH) a 0,1N e solucdo indicadora de
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fenolftaleina, sendo expresso em teor de &cido citrico, relacdo SST/ATT e potencial
hidrogenionico (pH) por meio de pHmetro.
3.1.3 Analise dos dados

As relacdes entre as variaveis fisicas e fisico-quimicas dos frutos foram
estimadas pela correlacdo de Pearson, a qual foi testada a significancia a 1% e 5%
de probabilidade pelo teste t no Programa Genes v. 5.0 (CRUZ, 2013). Foram
consideradas correlacbes fracas, moderadas e fortes quando, respectivamente,
r<=4, 4<r<=7 ou r>7.

Uma analise de componentes principais foi realizada no Programa Genes v.
5.0 (CRUZ, 2013) e um grafico biplot em plano bidimensional foi construido a partir
dos dois primeiros componentes principais com o pacote bpca (FARIA; DEMETRIO,
2016) no programa R (R CORE TEAM, 2016).

A analise de agrupamento foi realizada pelos métodos UPGMA (Unweighted
Pair Group Method with Arithmetic Mean) e de otimizacdo de Tocher baseados na
distancia euclidiana média padronizada no Programa Genes v. 5.0 (CRUZ, 2013)
3.2 Caracterizacdo molecular
3.2.1 Material vegetal

Foram utilizados 29 acessos de mangabeira provenientes do Banco de
Germoplasma da Embrapa Meio-Norte localizado em Teresina - Pl, em uma latitude
sul de 5°02°05.9" e longitude oeste de 42°48'15.3" (Tabela 2).

Tabela 2 - Origem dos 29 acessos de mangabeira do Banco de Germoplasma da Embrapa Meio-
Norte utilizados na caracterizacdo molecular.

Acesso  Estado Acesso Estado
M1 Paraiba bM15  Distrito Federal
M2 Paraiba bM16  Distrito Federal
M3 Paraiba bM17  Distrito Federal

M4 Paraiba M18 Piaui
M5 Paraiba M19 Piaui
M6 Paraiba M20 Piaui
M7 Paraiba M21 Piaui
M8 Paraiba M22 Piaui
M9 Paraiba M23 Piaui
M10 Paraiba M24 Piaui
aM102 Bahia M25 Piaui
aM12!  Sergipe M27 Piaui
M12 Paraiba M29 Piaui
M13 Paraiba M30 Piaui

M14 Paraiba
aAcessos héo incluidos na andlise de estrutura genética das populacdes; PVariedade pubescens.
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3.2.2 Extracao e quantificacdo do DNA

Folhas jovens coletadas dos 29 acessos de mangabeira foram mantidas em
sacos plasticos hermeticamente fechados contendo silica por 16 horas. O DNA
gendmico foi extraido a partir de 0,02g de folhas desidratadas com o kit DNeasy
(QIAGEN) de acordo com o protocolo sugerido pelo fabricante. O DNA foi submetido
a eletroforese em gel de agarose (0,8%) com TBE 0,5X, corado com
GelRed™(Biotium) e fotodocumentado sob luz ultravioleta. A quantificacdo foi
realizada comparando-se o ao DNA A na concentragdo de 100 ng e no
espectrofotdbmetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) no qual verificou-se também a
pureza das amostras.
3.2.3 Reacgbes de amplificacdo do DNA

As reacbes de amplificacdo do DNA foram realizadas nas seguintes
concentragdes: 1X de tampéo [20 mM Tris-HCI pH 8,4; 50 mM KCI] (Invitrogen), 1,5
mM de MgCI: (Invitrogen), 1 mM de dNTP, 0,4 uM de iniciador, 0,5 U de Tag DNA
Polimerase (Invitrogen), 1 uL de DNA (7 ng/uL) e agua ultrapura em um volume final
de 10 pL. As reacdes foram conduzidas em termociclador Veriti™ 96 Well Thermal
Cycler (Applied Biosystems) sob as seguintes condigbes: 1 ciclo inicial de
desnaturacdo de 1,5 minutos a 94°C, seguido de 40 ciclos de 40 segundos a 94°C,
45 segundos com a temperatura de anelamento do respectivo iniciador, 2 minutos a
72°C e uma extensdo final de 7 minutos a 72°C. Dos 30 iniciadores ISSR testados
desenvolvidos pela University British of Columbia, 11 foram selecionados com base

no polimorfismo, nimero e resolucao das bandas (Tabela 3).

Tabela 3 - Caracteristica dos iniciadores ISSR selecionados para a amplificagdo do DNA de 29
acessos de mangabeira do Banco de Germoplasma da Embrapa Meio-Norte.

Iniciadores Sequéncia 5'-3' Tm(°C) Ta(°C) %GC
UBC 808 AGA GAG AGA GAG AGA GC 48,8 54 52,94
UBC 813 CTCTCTCTCTCTCTCTT 45,7 49 47,06
UBC 822 TCTCTCTCT CTC TCT CA 47,0 50 47,06
UBC 826 ACA CAC ACACACACACC 57,2 55 52,94
UBC 827 ACA CAC ACA CAC ACACG 53,0 52 52,94
UBC 834  AGA GAG AGA GAG AGA GYT 49,2 46 50,00
UBC 836 AGA GAG AGA GAG AGA GYA 48,9 50 50,00
UBC 844 CTC TCT CTC TCT CTC TRC 48,6 52 55,55
UBC 855 ACA CAC ACA CAC ACA CYA 53,1 57 50,00
UBC 857 ACA CAC ACA CAC ACA CYG 54,3 55 55,55
UBC 886 VDV CTC TCT CTC TCT CT 48,4 46 58,82

Y:C, T;R:A G; V: A C,G; D: A, G, T; Tm: Temperatura de melting; Ta: Temperatura de anelamento;
%GC = Porcentagem de guanina e citosina.
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Os produtos amplificados foram separados em eletroforese capilar com o kit
DNF-915 (35-5000 pb) no Fragment Analyzer™ (Advanced Analytical Technologies)
a 9 KV por 90 ou 120 minutos, a qual foi dependente do numero de bandas gerado
pelos iniciadores. Nas diluicbes das amostras, de modo a obter um volume final de
24 uL, foram utilizados de 4 a 6 pL do DNA amplificado de cada acesso para 18 a 20
uL de tampéao de eluicédo, a qual foi dependente da concentracdo das bandas gerada
pelos iniciadores.

3.2.4 Analise estatistica

Foi construida uma matriz para os fragmentos amplificados codificados em
sistema binario, atribuindo-se (1) para presenca e (0) para auséncia de bandas. Com
base na matriz, as similaridades genéticas entre 0os acessos de mangabeira foram
determinadas pelo coeficiente de Jaccard e a analise de agrupamento foi realizada
pelo método UPGMA. Estimou-se também o indice de confiabilidade bootstrap com
1000 repeticbes e o coeficiente de correlacdo cofenética (r). Os dados foram
analisados pelo programa PAST v. 3.11 (HAMMER; HARPER; RYAN, 2001).

Para acessar a variacado presente entre e dentro das populagdes, foi realizada
uma analise de variancia molecular (AMOVA) com o programa ARLEQUIN v. 3.5.1.2
(EXCOFFIER; LISCHER, 2010). Na avaliacdo da diversidade genética, estimou-se
0S seguintes parametros no programa POPGENE v. 1.32 (YEH; YANG; BOYLE,
1999): porcentagem de locos polimorficos, indice de Shannon (I) (LEWONTIN,
1972), indice de diversidade genética de Nei (h) (NEI, 1973), coeficiente de
diferenciacdo genética (Gst) (NEI, 1987) e fluxo génico (Nm) a partir da estimativa
de Gst (MCDERMOTT; MCDONALD, 1993).

A estrutura populacional foi inferida no programa Structure v. 2.3.4
(PRITCHARD, STEPHENS; DONNELLY, 2000). As analises foram realizadas com o
burnin de 100.000 e Markov Chain Monte Carlo (MCMC) com 1.000.000 de
simulacdes, sendo realizadas 10 corridas independentes para cada valor de K, o
qual foi de 1 a 8. Foi adotado o modelo de mistura com frequéncias alélicas
correlacionadas. Determinou-se 0 K mais provavel com base nos valores de AK
segundo a metodologia Evanno, Regnaut, Goudet (2005) obtidos no Structure
Harvester v. 0.6.9 (EARL; VONHOLDT, 2012).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Caracterizacéo fisica e fisico-quimica dos frutos

Os acessos apresentaram variagdo nos parametros avaliados. A média do
comprimento dos frutos (CF) foi 31,14 mm, sendo a maior variagcao obtida entre os
acessos M7 (23,14 mm) e M3 (38,13 mm). Ja o didametro dos frutos (DF) dos frutos
variou de 19,75 mm (M23) a 34,97 mm (M3), sendo a média 27,84 mm (Tabela 4).
Esses resultados estdo de acordo com estudos anteriores realizados em
mangabeiras do Nordeste brasileiro onde nos quais foram descritas as médias de
33,37 mm e 33,4 mm para o comprimento dos frutos e o didametro médio de 26,8 mm
e 30,12 mm (ARAUJO et al., 2009; MOURA et al., 2002).

Os parametros de comprimento e diametro sao relevantes para frutos
direcionados ao mercado de frutas in natura, pois o aspecto externo das frutas é o
principal elemento que influencia na escolha dos consumidores, os quais geralmente
preferem frutos grandes e mais vistosos (CAVICHIOLI; RUGGIERO; VOLPE, 2008).
Nesses dois parametros, destacaram-se 0s acessos M3 e M12.

A massa dos frutos (MF) variou de 7,36 g (M7) a 28,39 g (M3), sendo a média
de 16,11 g (Tabela 4). Esse resultado € semelhante as médias de 15,81 ge 17,7 g
observadas para mangabeiras provenientes da Bahia e Sergipe (NASCIMENTO;
CARDOSO; COCOZZA, 2014; SILVA et al., 2015). Neste parametro, destacaram-se
0s acessos M3 e M12.

A massa da casca (MC) oscilou entre 1,14 g (M7) e 4,51 g (M3), sendo a
média 2,41 g. A massa da polpa apresentou a média de 9,93 g, sendo valor minimo
obtido com o acesso M7 (4,61 g) e maximo com o acesso M3 (19,83 g) (Tabela 4).
Para mangabeiras de Tocantins foi encontrada a média de 10,30 g para massa de
polpa, o qual é bastante similar ao relatado neste estudo (FREITAS et al., 2012). O
peso da polpa e da casca sdo parametros fisicos com notavel relevancia para a
exploracdo comercial, especialmente, no processamento dos frutos (NASCIMENTO;
CARDOSO; COCOZZA, 2014).

Como ja esperado, correlacdo alta, positiva e significativa foi obtida entre
massa da polpa e da casca (Anexo A). Assim, é dificil a selecdo de gendtipos que
produzem frutos com pouca massa de casca e elevada massa de polpa. Desse
modo, pode ser interessante a escolha de acessos que geram frutos com maior

percentual de polpa. Entre os acessos, destacam-se o M1, M2, M3 e M13.
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Tabela 4 - Médias das caracteristicas fisicas e fisico-quimicas dos frutos avaliadas em 14 acessos de mangabeira do Banco de Germoplasma da Embrapa

Meio-Norte.

ACESSO MF(g) CF(mm) DF(mm) MC(g) NS MTS(g) MP(g) RP(%) SST(°Brix) ATT(g) SST/ATT pH
M1 14,65 30,10 27,74 1,66 9,50 2,43 10,56 72,67 21,62 1,020 21,21 3,15
M2 17,32 33,57 29,07 1,97 12,80 3,45 11,91 68,78 15,38 1,005 15,31 3,33
M3 28,39 38,13 34,97 451 13,60 4,05 19,83 69,66 16,16 1,037 15,59 3,18
M4 12,57 32,88 29,95 2,61 11,00 3,56 6,40 50,56 17,82 1,005 17,74 3,22
M5 12,45 28,39 26,23 1,84 7,80 2,38 8,23 66,40 18,62 1,004 18,55 3,49
M6 22,23 34,13 31,66 2,84 15,20 7,31 12,08 53,95 19,20 1,004 19,13 3,34
M7 7,36 23,14 20,26 1,14 6,40 1,61 4,61 60,48 18,26 1,023 17,85 3,38
M8 17,40 31,96 29,71 2,70 12,70 4,65 10,06 57,40 19,98 1,028 19,46 3,29
M9 12,14 32,90 29,05 2,58 6,10 1,81 7,75 63,66 17,90 1,021 17,53 3,05

M10 12,32 30,58 24,29 2,05 9,90 4,59 5,68 44,58 21,52 1,004 21,44 3,28
M12 25,39 35,59 34,09 3,67 18,70 6,96 14,76 58,14 19,40 1,003 19,33 3,72
M13 17,04 28,60 26,00 2,01 9,20 3,36 11,66 68,58 18,20 1,003 18,15 3,15
M14 1546 27,66 27,04 1,95 10,10 4,68 8,83 55,33 18,56 1,005 18,47 3,41
M23 10,82 28,41 19,75 2,16 500 1,96 6,70 61,58 19,34 1,020 18,98 3,50
MEDIA 16,11 31,14 27,84 2,41 10,57 3,77 9,93 60,84 18,71 1,01 18,48 3,32
DESVIO 5,83 3,82 4,45 0,86 3,78 1,77 4,03 8,07 1,72 0,01 1,73 0,17
MINIMO 7,36 23,14 19,75 1,14 5,00 1,61 4,61 44,58 15,38 1,003 15,31 3,05
MAXIMO 28,39 38,13 34,97 4,51 18,70 7,31 19,83 72,67 21,62 1,037 21,44 3,72

MF: massa do fruto; CF: comprimento do fruto; DF: didmetro do fruto; MC: massa da casca; NS: numero de sementes; MTS: massa total da semente; MP:
massa da polpa; RP: rendimento da polpa; SST: sélidos sollveis totais; ATT: acidez total titulavel; pH: potencial Hidrogenibnico.
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O numero de sementes (NS) com média de 10,57 oscilou de 5 (M23) a 18,70
(M12) e a massa total das sementes (MTS) variou entre 1,61 g (M7) e 7,31 g (M12)
com média de 3,77 g (Tabela 4). Em outros estudos com mangabeira ha relatos para
0 numero meédio de sementes de 14,80 e 16,10 e de 5,05 g para massa das
sementes (FREITAS et al., 2012; SOUZA et al., 2007). Para o consumo in natura e
processamento sao preferidos frutos com menos sementes, visto que a polpa da
mangaba é o produto que se destacou comercialmente (GONCALVES et al., 2013).
O numero de sementes foi correlacionado positivamente com a massa de polpa
(Anexo A). Desta forma, a selecdo de plantas com frutos grandes e um pequeno
ndmero de sementes é dificultada.

A escolha de acessos que apresentam um melhor desempenho no parametro
rendimento de polpa pode ser interessante, uma vez que o mesmo € dependente da
massa do fruto, da casca e das sementes. O rendimento da polpa variou de 44,58%
(M10) a 72,67% (M1) com média de 60,84% (Tabela 4). Em termos comerciais, 0
rendimento da polpa € a caracteristica mais importante (FREITAS et al., 2012).
Nessa caracteristica, os acessos M1, M2, M3 e M13 apresentaram melhor
desempenho.

O teor de sélidos soluveis totais (SST) € parametro de relevancia por estar
relacionado com a dogura das frutas. O teor de acgucar em frutas corresponde,
normalmente, a aproximadamente 85% dos sdlidos sollveis totais e, para frutas
citricas, de 75 a 85% (MAGWAZA; OPARA, 2015). Nos solidos solluveis totais
obteve-se a média de 18,71 °Brix e uma variagdo de 15,38 °Brix (M2) a 21,62 °Brix
(M1) (Tabela 4). Esse resultado esta de acordo com a média de 17,57 °Brix relatada
para frutos maduros de mangabeiras de Goias (PERFEITO et al.,, 2015). Com
relacdo a essa caracteristica, todos 0s acessos Sao promissores, pois produziram
frutos com SST superior ao minimo de 7 e 8,0 °Brix estabelecido pelo Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), respectivamente, para suco e polpa
de mangaba (BRASIL, 2000; BRASIL, 2003).

A acidez total titulavel (ATT) variou entre 1,003% (M12 e M13) e 1,037%
(M3), sendo a média 1,01% (Tabela 4), a qual foi semelhante a ATT relatada na
literatura para mangabeiras da Bahia e Minas Gerais (LIMA et al., 2015b; SILVA et
al., 2013). Nesse parametro, todos os acessos estudados demonstraram potencial

para consumo in natura e processamento, uma vez que possuem acidez superior ao
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minimo de 0,7 g/100 g exigido pelo MAPA para suco e polpa de mangaba (BRASIL,
2000; BRASIL, 2003).

A relacdo SST/ATT estéa relacionada com o sabor dos frutos. E um parametro
muito utilizado para indicar a maturacdo dos frutos para consumo fresco e
processamento (RUFINO et al., 2009). Na relacdo SST/ATT a média foi de 18,48
com variagao entre 15,31 (M2) e 21,44 (M10) (Tabela 4). Resultado semelhante foi
relatado para mangabeiras da Bahia (NASCIMENTO; CARDOSO; COCOZZA,
2014). O suco ou a polpa da fruta € geralmente mais agradavel quanto maior for a
relagdo SST/ATT, pois proporcionam um equilibrio entre o doce e o A&cido
(BRACKMAN et al., 2011; GRECO; PEIXOTO; FERREIRA, 2014). Os acessos M1 e
M10 apresentaram melhor desempenho nesse parametro.

O potencial hidrogeniénico (pH) apresentou a média de 3,32 e variacdo de
3,05 (M9) a 3,72 (M12) (Tabela 4). Esses resultados estdo de acordo com o pH
relatado na literatura para mangabeira (LIMA et al., 2015b; RUFINO et al., 2010). Na
industrializacdo, a baixa acidez facilita o desenvolvimento de microrganismos.
Assim, o pH acido é utilizado para conservacdo dos alimentos, uma vez que a
proliferacdo de microrganismos é restrita em pH < 4,5 (HOFFMANN et al., 2001).

Desta forma, na industrializacao é preferivel frutos com elevada acidez, visto
que os custos do processamento sdo reduzidos por ndo ser necessaria a adicao de
acidificantes, enquanto para o consumo fresco sdo mais agradaveis frutas com baixa
acidez (ABREU et al., 2009; ASSUMPCAO et al., 2014). Elevada acidez confere um
sabor menos doce aos frutos que ndo agrada os consumidores de frutas frescas
(CHAGAS et al., 2016).

Como ja esperado, todas as caracteristicas fisicas foram correlacionadas
positivamente, exceto MP x MTS e RP. O RP ndo apresentou correlacbes
significativas com nenhum dos caracteres fisicos. Nas variaveis fisico-quimicas
somente a relagdo SST/ATT foi altamente correlacionada com SST (Anexo A).

Os dois primeiros componentes principais explicaram 71,55% da variancia
total. Na determinagédo do componente principal 1 (CP1) que reteve 47,76% da
variacao total, as caracteristicas fisicas dos frutos apresentaram uma combinacgéo
positiva e foram as mais influentes, exceto massa total das sementes e rendimento
de polpa. O componente principal 2 (CP2) explicou 23,79% da variancia total e foi
mais influenciado pela interagdo positiva das caracteristicas MTS, SST, SST/ATT e

pH e negativa para RP e ATT (Tabela 5).
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Tabela 5 - Estimativa dos autovalores, porcentagem da variancia retida pelos dois primeiros
componentes principais e contribuicdo relativa para variancia de cada caracteristica
fisica e fisico-quimica dos frutos de 14 acessos de mangabeira do Banco de
Germoplasma da Embrapa Meio-Norte.

Componentes principais CP1 CP2
Autovalores 5,7323  2,8552
Variancia (%) 47,7601 23,7889
% Acumulada 47,7601 71,5489
Variaveis Autovetores
Massa do fruto (MF) 0,4042 0,2610
Comprimento do fruto (CF) 0,3767 -0,0183
Diametro do fruto (DF) 0,3883 0,0121
Massa da casca (MC) 0,3743 -0,0286
Numero de sementes (NS) 0,3598 0,2399
Massa total da semente (MTS) 0,2872  0,3985
Massa da Polpa (MP) 0,3782 -0,1315
Rendimento da polpa (RP) 0,0463 -0,4331
Solidos soluveis totais (SST)  -0,1487  0,4036
Acidez total titulavel (ATT) 0,0373 -0,3597
SST/ATT -0,1487 0,4377

Potencial hidrogeniénico (pH) 0,0329  0,3034
Com o grafico biplot, percebeu-se que os acessos apresentaram-se dispersos

demonstrando a existéncia de variabilidade apesar de terem a mesma procedéncia,
exceto o0 M23 que é proveniente do Piaui. Os acessos M6 e M12 s&o similares por
apresentarem elevado nimero e massa total de sementes. O M3 dispersou-se dos
demais por apresentar maiores valores de comprimento e diametro do fruto, massa
da casca, da polpa e do fruto. O acesso M10 destacou-se pelos SST e SST/ATT
elevados e baixos valores para ATT e RP, enquanto o M7 caracterizou-se pelos
menores valores de massa total das sementes, numero de sementes, massa do
fruto, comprimento e diametro dos frutos, massa da polpa e massa da casca e por

esses aspectos foi mais préximo do M23, M5, M1, M13 e M9 (Figura 1).
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Figura 1 - Grafico biplot bidimensional de dispersdo dos 14 acessos de mangabeira provenientes do
Banco de Germoplasma da Embrapa Meio-Norte a partir dos dois primeiros componentes
principais. MP: massa do fruto; CF: comprimento do fruto; DF: didametro do fruto; MC:
massa da casca; NS: niumero de sementes; MTS: massa total da semente; MP: massa da
polpa; RP: rendimento da polpa; SST: sélidos sollveis totais; ATT: acidez total titulavel;
pH: potencial hidrogenidnico.

Pelo método de Singh (1981), verificou-se que todas as caracteristicas dos
frutos foram importantes para a divergéncia genética entre 0os acessos, com um

pequeno destague para massa total das sementes e acidez total titulavel (Tabela 6).

Tabela 6 - Contribuicdo relativa das caracteristicas fisicas e fisico-quimicas dos frutos para a
divergéncia genética entre os 14 acessos de mangabeira do Banco de Germoplasma da
Embrapa Meio-Norte estimada pelo método de Singh (1981).

Variavel S.j Valor (%)
Massa do fruto 13,9763 8,0421
Comprimento do fruto 11,7939 6,7863
Diametro do fruto 15,5653 8,9564
Massa da casca 11,8252 6,8044
NUmero de sementes 13,8847 7,9894
Massa total das sementes 17,6174 10,1372
Massa da polpa 12,7766 7,3518
Rendimento da polpa 15,0319 8,6495
Sélidos sollveis totais 13,8877 7,9911
Acidez total titulavel 20,5669 11,8344
SST/IATT 14,5045 8,346
Potencial hidrogenibnico 12,3584 7,1112

S.j: valor estimado da estatistica de Singh; SST: sélidos sollveis totais; ATT: acidez total titulavel.
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Pelo método de otimizacdo de Tocher, os 14 acessos foram divididos em trés
grupos. No grupo | concentrou-se a maioria dos acessos com a distancia intragrupo
de 0,3253, exceto M3 e M12 que constituiram grupos unicos, evidenciando-se desta
forma a divergéncia destes dois acessos em relacdo aos demais. Os grupos | e I
apresentaram a menor distancia intergrupo (0,4803), sendo a maior distancia
verificada entre o grupo | e 1l (0,5625) (Tabela 7).

Tabela 7 - Agrupamento de 14 acessos de mangabeira do Banco de Germoplasma da Embrapa
Meio-Norte pelo método de otimizagcdo de Tocher, baseado na distancia euclidiana
média.

Distancia Distancia
intragrupo  intergrupo
| M7, M23, M5, M14, M13, M4, 0,3253 Ixll=0,4803

Grupo Acessos

M9, M8, M1, M10, M2, M6 IxIlI= 0,5625
I M12 - _
" M3 ] lIxIlI= 0,507

A matriz de distancia euclidiana média demonstrou a existéncia de
variabilidade entre os acessos com os coeficientes variando de 0,178 a 0,720. Os
acessos M7 e M23 apresentaram a menor distancia, enquanto a maior distancia foi
observada entre os individuos M3 e M10 (Anexo B). O valor calculado de r foi 0,8064
indicando que o agrupamento ndo introduziu distor¢des significativas e, portanto, o
dendrograma representa a matriz de dados originais.

A andlise de agrupamento baseada na matriz de distancia com média de
0,377, a qual foi utilizada como ponto de corte do dendrograma, permitiu a
identificacdo de trés grupos. O grupo | incluiu os acessos M1, M2, M3, M4, M5, M7,
M8, M9, M10, M13, M14 E M23. O grupo Il foi formado pelos acessos M6 e M12,
engquanto o M3 constituiu o grupo Il (Figura 2). A formacao dos grupos foi similar ao
obtido pelo agrupamento de Tocher, exceto no aspecto do M6 ter sido agrupado
junto com o M12. Essa divergéncia na formacdo do agrupamento pode ser
decorrente das diferencas entre os métodos de analise.

O acesso M3, em todas as analises, apresentou-se como 0 mais divergente
em relacdo aos demais acessos, destacando-se pelos elevados valores das
caracteristicas fisicas dos frutos: MF, CF, DF, MC, MP e RP. Assim, € um bom
candidato para programas de melhoramento. O acesso M1 também constitui uma
boa opcdo para o melhoramento, pois apesar dos frutos possuirem tamanho
intermediario, apresenta o rendimento de polpa e relacdo SST/ATT elevados. O M10

destacou-se pela relagdo SST/ATT, entretanto possui baixo rendimento de polpa.
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Figura 2 - Dendrograma gerado pelo método UPGMA, baseado na distancia euclidiana média obtida
a partir de 12 caracteristicas fisicas e fisico-quimicas dos frutos, mostrando as relagdes
genéticas entre os 14 acessos de mangabeira do Banco de Germoplasma da Embrapa
Meio-Norte.

4.2 Caracterizagcdo molecular
4.2.1 Similaridade genética

A eficiéncia dos marcadores moleculares para estimar a diversidade genética
é frequentemente avaliada pelo numero de locos polimérficos amplificados
(GRATIVOL et al., 2011). Os marcadores ISSR geraram 166 bandas das quais 120
(72,29%) foram polimérficas, sendo, portanto informativos para a espécie. O
tamanho das bandas variou de 271 a 3973 pb. O nimero médio de bandas por
iniciador foi de 15,09, sendo o menor e o maior numero de bandas geradas,
respectivamente, pelos iniciadores UBC 813 (4) e UBC 826 (25) (Tabela 8). O perfil
de bandas do iniciador UBC 857 é demonstrado na Figura 3.

Tabela 8 - Bandas geradas pelos 11 marcadores ISSR utilizados para amplificar o DNA de 29
acessos de mangabeira do Banco de Germoplasma da Embrapa Meio-Norte.

Iniciadores  Bandas amplificadas % de polimorfismo Tamanho das bandas (pb)
Total Polimérficas

UBC 808 11 7 63,64 292-1388
UBC 813 4 2 50,00 900-1930
UBC 822 8 8 100,00 494-1830
UBC 826 25 20 80,00 271-3973
UBC 827 14 10 71,43 500-2500
UBC 834 21 14 66,67 534-2500
UBC 836 18 9 50,00 297-1950
UBC 844 12 9 75,00 283-3400
UBC 855 11 7 63,64 475-887

UBC 857 23 20 86,96 222-2263
UBC 886 19 14 73,68 283-2260

Total 166 120 72,29 271-3973
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Figura 3 - Gel virtual gerado a partir de eletroforese capilar mostrando o perfil de bandas obtido pela
amplificacdo do DNA de 11 acessos de mangabeira do Banco de Germoplasma da
Embrapa Meio-Norte com o iniciador UBC 857.

Os resultados encontrados neste estudo estdo de acordo com a variacdo da
porcentagem de polimorfismo (47,62-89,25%) e numero de bandas (10,5-15,5)
relatados na literatura para mangabeira com marcadores ISSR (COSTA et al., 2015;
JIMENEZ et al., 2015).

As similaridades genéticas entre os acessos variaram de 0,57 a 0,94. Os
acessos M1 e M10 foram os mais semelhantes, enquanto a maior divergéncia foi
observada entre os acessos M16 e M23 (Anexo C). A amplitude de variacdo da
similaridade genética foi semelhante ao relatado para 20 acessos de mangabeira de
Sergipe com marcadores ISSR (AMORIM et al., 2013).

A mangabeira é uma espécie albgama e autoincompativel (PINTO;
OLIVEIRA; SCHLINDWEIN, 2008). Com esse mecanismo de reproducao, esperava-
se que os individuos apresentassem uma maior variabilidade genética, pois na
polinizacdo cruzada ha a recombinacéo de genes de diferentes plantas favorecendo
0 aparecimento de novas combinacdes génicas ndo existentes nos genitores.
Entretanto, percebeu-se que muitos acessos apresentaram uma pequena distancia
geneética, principalmente os provenientes da Paraiba que quando foram comparados
dois a dois verificou-se uma menor similaridade entre os acessos M4 e M8 (0,74) e a
maior entre o M1 e M10 (0,94).

A correlagéo cofenética (r) de 0,9049 indicou que o agrupamento pelo método

UPGMA néo introduziu distor¢cdes significativas, sendo, portanto, o dendrograma
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representativo da matriz de dados originais. A média de 0,76 do coeficiente de
Jaccard considerando todos os locos foi utilizada como ponto de corte do
dendrograma. Desta forma, os acessos foram separados em sete grupos (Figura 4).

O grupo | foi formado por seis acessos provenientes do Piaui: M18, M21,
M22, M24, M25 e M29. O grupo Il foi composto pelos acessos M19 e M30 também
do Piaui. Os grupos lll, VI e VIl foram constituidos por acessos unicos, 0s quais sao,
respectivamente, M20, M27 e M16. O grupo IV incluiu todos os acessos da Paraiba
além do M10? da Bahia, M12! de Sergipe e o M23 do Piaui, enquanto o grupo V
ficou representado pelo M15 e M17 oriundos do Distrito Federal.

Os acessos M10?, M12! e M23 agruparam com individuos de outro estado
(Paraiba). Nogueira et al. (2015) avaliaram a diversidade genética em acessos de
mangabeira de nove estados do Brasil por meio de marcadores ISSR e RAPD e
relataram que acessos de regides distantes pertenceram a um mesmo grupo e nao
se observou a presenca de fragmentos especificos para as seis variedades
botanicas de mangabeira estudadas. Neste estudo, um loco do iniciador UBC 822

apresentou-se especifico para a variedade speciosa.
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Figura 4 - Dendrograma gerado pelo método UPGMA, baseado na similaridade de Jaccard,
mostrando as relacBes genéticas entre os 29 acessos de mangabeira do Banco de
Germoplasma da Embrapa Meio-Norte, obtido a partir de 11 iniciadores ISSR que
geraram 166 locos dos quais 120 foram polimorficos.
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4.2.2 Diversidade genética, estrutura e diferenciacao entre as populacdes

O numero de locos polimérficos variou de 64 (populacédo do Distrito Federal) a
95 (populacdo do Piaui). O indice de diversidade genética de Nei (h) foi 0,2593
considerando todos os acessos e nas populacdes variou de 0,1505 a 0,2372. O
indice de Shannon-Weaver () oscilou entre 0,2202 e 0,3430 nas populagbes e em
nivel de todos os individuos | foi 0,3857 (Tabela 9).

Tabela 9 - Parametros de diversidade genética, diferenciacdo e fluxo génico obtidos para trés
populacdes de mangabeira do Banco de Germoplasma da Embrapa Meio-Norte.

Populacdo NLP PLP (%) h | Nm Gst

Paraiba 65 39,16 0,1505 0,2202

Distrito Federal 64 38,55 0,1575 0,2293

Piaui 95 57,23 0,2372 0,3430

Todos os individuos 0,2593 0,3857

Populacdes subdivididas 1,0401 0,3246
NLP: nimero de locos polimérficos; PLP: porcentagem de locos polimorficos; h: indice de diversidade
genética de Nei; I: indice de Shannon-Weaver; Nm: fluxo génico; Gsr: indice de diferenciacdo

genética entre as populacdes.

A populagdo do Piaui apresentou maior diversidade genética em relagdo as
demais, entretanto como o h maximo é 0,5 para cada loco e o | maximo é 0,69
obtido pela formula I=-} pi*In(pi), foi possivel inferir que as populacdes apresentaram
baixa ou moderada diversidade genética, concordando com estudos anteriores de
mangabeira a partir de marcadores ISSR (COSTA et al.,, 2015; JIMENEZ et al.,
2015). A diversidade genética da populacdo do Distrito Federal pode estar
subestimada devido ao pequeno tamanho amostral. Além disso, a baixa
variabilidade intrapopulacional pode estar relacionada a deriva genética e a
cruzamentos endogamicos (RODRIGUES, 2015; WU et al., 2014).

Os valores de Gst e Nm indicaram que 32,46% da variacdo foram entre as
populacdes com a ocorréncia de um migrante a cada geracdo (Tabela 9). O fluxo
génico entre populacbes pode afetar grandemente a distribuicdo da variacdo
genética, pois o0 mesmo tende a introduzir novas combinac¢des alélicas dentro das
populacdes e a reduzir a diferenciagcdo entre as populacbes (HAMRICK, 2012).
Fluxo génico maior que um é considerado alto o suficiente para prevenir a
diferenciacdo entre as popula¢bes devido a deriva genética (SHEIDAI et al., 2016;
VIANNA et al.,, 2015). Entretanto, o fluxo génico estimado a partir do indice de
diferenciacdo genética entre as populacbes é considerado historico, referindo-se,

desse modo, a troca de alelos que ocorreu no passado (RAPOSO et al., 2007).
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A AMOVA permitiu inferir que a maior parte da variabilidade genética
encontra-se dentro das populacdes (69,66%) e que as mesmas apresentaram uma
elevada diferenciagéo genética com o ®st de 0,3034 (Tabela 10). Esse resultado foi
similar ao ®st de 0,30 encontrado para mangabeiras da zona costeira de
Pernambuco com marcadores ISSR (JIMENEZ et al., 2015). Em espécies perenes e
alégamas, como a mangabeira, espera-se que a variacdo seja maior dentro das
populacdes, enquanto nas autbgamas e anuais a maior variabilidade genética &

encontrada entre populacdes (HU et al., 2010).

Tabela 10 - Analise de variancia molecular mostrando a variabilidade genética encontrada entre e
dentro das populagfes de mangabeira do Banco de Germoplasma da Embrapa Meio-
Norte.

Fontesde Somados Componentes Porcentagem indice de P-valor
variacao guadrados davariancia davariacdo fixacdo (Psrt)

Entreas 153 884 6,03784 30,34 0,30340  0,00000
populagdes
Dentrodas 355 709 13,86286 69,66
populagdes
Total 456,593 19,90070

P-valor: probabilidade de significancia.

A estrutura genética das populacdes é resultante da acdo mutua de fatores
evolutivos como migracdo, deriva genética, selecdo natural e dos aspectos
ecologicos que afetam a reproducdo e dispersdo das espécies (LOVELESS;
HAMRICK, 1984). Essa diferenciacdo genética também pode estar relacionada a
eventos casuais na transmissao dos alelos de uma geracdo a outra ou a eventuais
diferencas nas frequéncias alélicas dos individuos fundadores dessas popula¢fes
(HARTL; CLARCK, 2010).

Estudos de avaliacdo da diversidade genética em mangabeira com
marcadores SSR tém relatado um indice de fixacdo intrapopulacional (f) positivo e
sugerem que a endogamia exerce uma funcdo importante na diferenciacdo genética
das populacbes (AMORIM et al., 2015; RODRIGUES, 2015). Assim, a estrutura
genética observada nas populagbes de mangabeira amostradas neste estudo
também pode estar sendo influenciada por cruzamentos entre individuos
aparentados, os quais resultam no acumulo de diferengas entre populagdes.

As trés populacdes de mangabeira foram alocadas em dois grupos genéticos
distintos. A populacdo da Paraiba constituiu um grupo genético (cor verde),

enquanto as populagbes do Distrito Federal e Piaui formaram o outro grupo (cor
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vermelha). Entretanto, observou-se que houve uma mistura de genomas entre 0s
dois grupos genéticos, inclusive com o acesso M23 oriundo do Piaui tendo maior
chance de pertencer ao grupo genético da Paraiba, concordando também com o
agrupamento UPGMA no qual o mesmo foi agrupado com os acessos da Paraiba
(Figuras 5 e 6). Esse fluxo génico provavelmente foi estabelecido a partir da
dispersdo de sementes de forma antrépica e ndo por insetos polinizadores da
mangabeira, tais como abelhas e mariposas (DARRAULT; SCHLINDWEIN, 2005),
pois esses insetos geralmente ndo percorrem grandes distancias a procura de

alimento.
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Figura 5 - K=2 estimado para as trés populagfes de mangabeira do Banco de Germoplasma da
Embrapa Meio-Norte segundo a metodologia de Evano, Regnaut e Goudet (2005).
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Figura 6 - Trés populacbes de mangabeira (Paraiba, Distrito Federal e Piaui) provenientes do Banco
de Germoplasma da Embrapa Meio-Norte alocadas em dois grupos genéticos distintos.
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5 CONCLUSOES

Os acessos de mangabeira do Banco de Germoplasma da Embrapa Meio-
Norte exibem variabilidade genética para as caracteristicas fisicas e fisico-quimicas
dos frutos avaliadas, sendo a massa total das sementes e acidez total titulavel os
caracteres que mais contribuiram para a divergéncia genética entre acessos.

A baixa ou moderada diversidade genética dentro das populacbes de
mangabeira estudadas e a elevada diferenciacdo genética entre as mesmas sao
indicios da ocorréncia de fatores que reduzem a heterozigosidade e elevam as
diferencas entre as populacdes, tais como endogamia e deriva genética. Dessa
forma, é importante a amostragem do maior numero possivel de populacdes
provenientes de diferentes locais de coleta para a eficiéncia de programas de

conservacao e melhoramento genético da mangabeira.
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ANEXO A - Correlagdo de Pearson entre as variaveis fisicas e quimicas avaliadas em 14 acessos de mangabeira provenientes do Banco de Germoplasma
da Embrapa Meio-Norte.

MF CF DF MC NS MTS MP RP SST ATT SST/ATT pH
MF 1,0000
CF 0,8106** 1,0000
DF 0,854*  0,8882** 1,0000
MC 0,8525** 0,8776** 0,8076** 1,0000
NS 0,8437* 0,714*> 0,8167** 0,6539* 1,0000
MTS 0,7102** 0,5424* 0,6275* 0,5349* 0,8821** 1,0000
MP 0,9513** 0,7462** 0,7864** 0,7838** 0,6923** 0,4727 1,0000
RP 0,724 0,0361 0,8400 -0,0043 -0,1550 -0,4574 0,4512 1,0000
SST -0,2472 -0,2803 -0,2740 -0,2708 -0,0819 0,1413 -0,3618 -0,3645 1,0000
ATT 0,0939 0,1164 0,3530 0,2970 -0,2047 -0,3681 0,2345 0,3650 -0,0940 1,0000
SST/ATT -0,2494 -0,2851 -0,2710 -0,2944 -0,0551 0,1843 -0,3789 -0,4032 0,9936** -0,2058 1,0000
pH 0,1208 -0,1050 -0,7800 0,0462 0,3165 0,3684 0,0029 -0,2248 0,1064 -0,3450 0,1435 1,0000

MF: massa do fruto; CF: comprimento do fruto; DF: didametro do fruto; MC: massa da casca; NS: nimero de sementes; MTS: massa total da semente; MP:
massa da polpa; RP: rendimento da polpa; SST: sélidos sollveis totais; ATT: acidez total titulavel; pH: potencial Hidrogenibnico; ** e * significativo,
respectivamente, a 1 e 5% de probabilidade pelo teste t.
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ANEXO B - Coeficientes da distancia euclidiana média mostrando a divergéncia genética entre os 14 acessos de mangabeira provenientes do Banco de

Germoplasma da Embrapa Meio-Norte.

M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 M12 M13 M14  M23
M1 0
M2 0,447 0
M3 0,582 0,440 0
M4 0,386 0,289 0,539 0
M5 0,292 0,296 0,603 0,263 0
M6 0,440 0,375 0,494 0,296 0,403 0
M7 0,380 0,449 0,708 0,386 0,268 0,573 0
M8 0,273 0,381 0441 0,273 0,328 0,274 0,408 0
M9 0,300 0,318 0,480 0,248 0,279 0,447 0,329 0,289 0
Mi10 0,364 0,514 0,720 0,289 0,340 0,356 0,414 0,320 0,414 0
M12 0,544 0,453 0507 0439 0489 0,217 0,686 0,385 0,576 0,499 0
M13 0,274 0,244 0523 0,258 0,186 0,350 0,348 0,309 0,249 0,368 0,479 0
Mi4 0,338 0,300 0,573 0,187 0,180 0,272 0,325 0,256 0,313 0,255 0,403 0,202 0
M23 0,318 0427 0646 0348 0,209 0501 0,178 0,340 0,297 0,346 0,593 0,310 0,282 0
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ANEXO C - Coeficientes de Jaccard mostrando a similaridade genética entre os 29 acessos de mangabeira do Banco de Germoplasma da Embrapa Meio-

Norte.

ML M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 MI10 M10? M12 M12'! M13 M14 M15 M16 M17 M18 M19 M20 M21 M22 M23 M24 M25 M27 M29 M30
M1 1
M2 0,83 1
M3 0,90 0,83 1
M4 0,90 0,83 0,88 1
M5 0,92 0,84 0,92 0,89 1
M6 0,84 0,82 0,83 0,82 0,85 1
M7 0,92 0,84 0,90 0,93 093 0,82 1
M8 0,79 0,79 0,82 0,74 083 0,79 0,78 1
M9 0,88 0,83 0,91 0,83 090 0,85 0,87 0,83 1
M10 0,94 0,83 0,92 0,92 092 0,82 0,93 0,79 0,87 1
M102 0,78 0,77 0,74 0,76 0,77 0,79 0,77 0,82 0,79 0,77 1
M12 0,89 0,86 0,89 0,88 091 0,84 091 082 0,86 0,89 0,75 1
M12! 0,88 0,77 0,85 0,82 0,87 0,80 0,84 0,80 0,83 0,86 0,73 0,87 1
M13 0,90 0,83 0,93 0,86 092 0,83 0,89 0,83 0,90 0,89 0,77 091 0,87 1
M14 0,86 0,81 0,91 0,83 091 0,80 0,87 085 0,85 0,87 0,74 089 0,87 0,91 1
M15 0,75 0,69 0,72 0,74 0,76 0,68 0,75 0,70 0,72 0,73 0,66 0,77 0,78 0,75 0,75 1
Mi6 0,61 0,61 0,60 0,64 062 0,63 063 058 061 062 0,63 065 060 0,63 0,61 0,65 1
M17 0,74 0,70 0,70 0,75 0,74 0,73 0,73 0,69 0,71 0,72 0,69 0,78 0,71 0,74 0,71 0,79 0,67 1
M18 0,80 0,75 0,77 0,78 0,83 0,75 0,83 0,73 0,76 0,80 0,69 0,85 0,81 0,80 0,81 0,77 0,65 0,75 1
M19 0,72 0,68 0,70 0,74 0,73 0,70 0,74 0,69 0,72 0,72 0,67 0,76 0,71 0,74 0,71 068 0,67 0,70 0,77 1
M20 0,75 0,75 0,72 0,76 0,76 0,78 0,75 0,72 0,74 0,75 0,70 0,78 0,74 0,76 0,74 0,66 0,63 0,70 0,77 0,71 1
M21 0,75 0,70 0,74 0,79 0,77 0,68 0,78 0,70 0,73 0,76 0,68 081 0,74 0,76 0,77 0,75 0,63 0,77 0,80 0,71 0,70 1
M22 0,77 0,72 0,76 0,77 0,76 0,70 0,78 0,72 0,75 0,77 0,68 081 0,76 0,76 0,77 0,77 0,65 0,72 0,83 0,78 0,71 0,80 1
M23 0,88 0,77 0,86 0,81 0,86 0,78 0,83 0,83 0,84 0,85 0,73 085 0,89 0,85 0,87 0,76 0,57 0,70 0,81 0,72 0,74 0,77 0,80 1
M24 0,78 0,73 0,76 0,77 0,78 0,74 0,78 0,70 0,74 0,77 0,67 082 0,77 0,79 0,77 0,74 0,62 0,73 087 0,73 0,75 0,76 0,80 0,78 1
M25 0,74 0,72 0,73 0,76 0,75 0,68 0,78 0,69 0,72 0,74 0,66 081 0,74 0,75 0,75 0,76 0,66 0,73 0,85 0,82 0,70 0,78 0,88 0,76 0,84 1
M27 0,72 069 0,69 0,71 0,70 0,65 0,71 0,63 0,70 0,70 0,60 0,74 0,70 0,72 0,69 0,68 0,61 0,71 0,74 0,73 0,71 0,71 0,72 0,72 0,78 0,78 1
M29 0,74 069 0,72 0,75 0,75 0,69 0,73 0,69 0,73 0,73 0,63 0,75 0,75 0,75 0,74 0,70 0,62 0,68 0,82 0,73 0,74 0,75 0,81 0,77 0,82 0,81 0,72 1
M30 0,70 0,69 0,67 0,72 0,70 0,68 0,72 0,66 0,70 0,70 0,67 0,72 0,69 0,71 0,68 0,68 0,65 0,68 0,76 0,80 0,75 0,73 0,75 0,71 0,72 0,77 0,70 0,76 1




