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RESUMO

YAMAMOTO, Euriann Lopes Marques. Caracterizacao morfoldgica de frutos e
genética de individuos de umbu-cajazeira no semiarido potiguar. 2014. 116 f.
Dissertagdo (Mestrado em Agronomia: Fitotecnia/Melhoramento Genético) —
Universidade Federal Rural do Semi-Arido, Mossor6/RN, 2014.

A umbu-cajazeira é uma fruteira originada no Nordeste brasileiro que apresenta alto
potencial de producdo de frutos com sabor agradavel e elevada qualidade. Estudos
envolvendo a caracterizagdo fisica, quimica e fisico-quimicas de frutos sdo
essenciais para o desenvolvimento de programas de melhoramento genético de
plantas perenes, pois possibilitam a selecdo de gen6tipos promissores, agregando
valor aos frutos comercializados e favorecendo a permanéncia do homem no campo.
Este trabalho objetivou estudar, num primeiro experimento, a variabilidade genética
via modelos mistos entre clones de umbu-cajazeira (Spondias sp.) da Empresa de
Pesquisa Agropecuaria do Rio Grande do Norte (EMPARN), visando a selecdo de
frutos para processamento industrial e consumo in natura. No segundo experimento,
em um outro experimento, buscou-se caracterizar frutos e efetuar analises
moleculares por meio de marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) e RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA), de maneira a avaliar a divergéncia genética
entre genétipos de umbu-cajazeira de assentamento e comunidades rurais localizadas
nos municipios de Apodi e Mossoro, da mesorregido Oeste Potiguar. O delineamento
foi de blocos ao acaso com seis clones com trés repeticGes, sendo a parcela
constituida por trés plantas. Vinte frutos colhidos maduros de cada uma das plantas
foram analisados mediante caracterizacdo fisica, e fisico-quimica. O procedimento
Maximum Restricted Likelihood/ Best Linear Unbiased Prediction (REML/BLUP)
permitiu ordenar corretamente os clones no caso de desbalanceamento. O clone Serra
do Mel destacou-se dos demais em todas as varidveis analisadas, podendo ser
recomendado tanto para o processamento de polpa quanto para 0 consumo in natura.
Carnaubais, Alto do Rodrigues, Acu e/ou Ipanguacu demonstraram potencial de
utilizacdo para processamento de polpa ou consumo in natura. O clone Parelhas nédo
demonstrou possuir caracteristicas desejaveis. No segundo experimento para
caracterizacdo molecular e morfologica foram utilizadas folhas e frutos de 18
genotipos de umbu-cajazeira. A caracterizacdo fenotipica evidenciou variabilidade
guanto as caracteristicas morfol6gicas agrupando os genétipos em cinco grupos de
dissimilaridade. A variabilidade foi menor dentro de populagdes e maior entre
populagdes. Os gendtipos JZ5, JZ6 e MA6 podem ser recomendados para
processamento de polpa e os gendétipos JZ1, JZ2, JZ3 e JZ6 para consumo in natura.
Tanto a técnica ISSR quanto a de RAPD demonstraram baixo polimorfismo entre os
gendtipos, com uma média de 3,37 e 2,1 fragmentos polimoérficos por iniciador,
respectivamente. O marcador molecular SSR agrupou os genétipos em trés grupos e
0 marcador RAPD fez a formagao de dois grupos.

Palavras-chave: modelos mistos; Spondias sp.; ISSR; RAPD; p6s-colheita.



ABSTRACT

YAMAMOTO, Euriann Lopes Marques. Morphological characterization of fruits
and genetics of individuals umbu-cajazeira in West Potiguar semiarid. 2014.116
p. Dissertation (Master in Plant Science/Plant Breeding) - Federal University Rural
of Semi-arid, Mossor6/RN, 2014.

The umbu-cajazeira is a fruit that originated in northeastern Brazil, which has high
potential for fruit production that have high quality and nice flavor. Study involving
physical, chemical and physico-chemical characterization of fruits are essential for
the development of breeding programs of perennials, as they allow for the selection
of promising genotypes, adding value to marketed fruits and favoring the
permanence of man in the field. This study investigated the first experiment the
genetic variability among six clones via mixed models umbu-cajazeira (Spondias
sp.) of Agricultural Research of Rio Grande do Norte (EMPARN), aiming at the
selection of fruit for industrial processing and fresh consumption. In the second
experiment, in another experiment, we sought to characterize fruits and make
molecular analysis using ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) and RAPD (Random
Amplified Polyphormic DNA), in order to assess the genetic divergence among
genotypes umbu-cajazeira of settlement and rural communities located in the
municipalities of Apodi and Mossord, West Potiguar. The trial was conducted in a
randomized block design with six clones with three replications, and the plot had
three plants. Twenty ripe fruits harvested from each plant were analyzed by physical
and physico-chemical characterization. The Restricted Maximum Likelihood / Best
Linear Unbiased Prediction (REML/BLUP) procedure allowed just ordering the
clones in the case of unbalance. The results allow us to infer that the clone Serra do
Mel stood out in all the other variables held and can be recommended both for pulp
processing and for fresh consumption. Carnaubais, Alto do Rodrigues, Acu and/or
Ipanguacu demonstrated potential use for pulp processing or fresh consumption. The
clone pairs not shown to have desirable characteristics for fresh consumption or
processing of pulp. In the second experiment for molecular and morphological
characterization leaves and fruits of 18 genotypes umbu-cajazeira were used.
Phenotypic characterization showed variability in the morphological characteristics
grouping genotypes into five groups of dissimilarity. The lowest variability was
greater within populations and among populations. The JZ5, JZ6 and MAG6
genotypes can be recommended for pulp processing and JZ1, JZ2, JZ3 and JZ6
genotypes for fresh consumption. Any technique of RAPD ISSR as shown below
polymorphism between genotypes, with a mean of 3.37 and 2.1 polymorphic
fragments by primer respectively. Groups of genetic diversity among the genotypes
were formed three groups for the ISSR marker and two groups for RAPD.

Keywords: mixed models; Spondias sp.; ISSR, RAPD, post-harvest.
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1 INTRODUGCAO GERAL

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de frutas frescas, ficando atras
da China e da india. No entanto, no que diz respeito a producéo de frutas tropicais,
0 pais ocupa a primeira colocagdo (BRASIL, 2007). Isso ocorre devido a condi¢des
favoraveis de clima, solo e disponibilidade de area, além de investimentos publicos
e privados em infraestrutura, logistica e inovacéo tecnologica (BRASIL, 2007).

Dados do Boletim Regional Trimestral do Banco Central (2013) indicam que
o Nordeste brasileiro teve avanco econémico acima da média em relacdo a elevacdo
do produto interno bruto (PIB) per capita e no incremento do volume de
investimentos direcionados aos estados nordestinos. Entretanto, este crescimento
econdmico elevado ainda ndo é refletido na qualidade de vida das pessoas, fazendo
com que estas definam estratégias para conviver numa zona semiarida, com
vegetacdo xerdfila e ma distribuicdo das precipitacdes (MOURA et al., 2007).

O género Spondias L. retne espécies nacionalmente conhecidas como a
cajazeira (S. mombin), a sirigueleira (S. purpurea L.), a umbu-cajazeira (S. sp.) e a
cajaraneira (S. cytherea Sonner). Essas frutiferas possuem ampla distribuicdo
geografica, ocorrendo desde o estado da Bahia até o Maranhdo (MUNIZ, 2011;
CARVALHO, 2006).

A umbu-cajazeira é geralmente encontrada proxima a residéncias, indicando
uma relacdo de dependéncia da presenca humana para sua propagacao e dispersao
(MARTINS; MELO, 2006). Possui frutos de coloracdo amarelada com polpa
suculenta e sabor doce-acidulado (LORENZI; LACERDA, 2006), com rendimento
de polpa médio de 55% a 65%, sendo utilizados na forma processada ou para
consumo in natura (LIMA et al., 2002).

A inexisténcia de plantios comerciais e a sazonalidade irregular da producao
de frutos impedem que esta espécie alcance outros mercados consumidores, além
dos regionais (MARTINS; MELO, 2006). No semiarido nordestino, a umbu-
cajazeira é encontrada espalhada em assentamentos e comunidades rurais de varios

municipios. Em alguns locais boa parte da producdo dos frutos € comprada por
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atravessadores, promovendo a comercializagdo da polpa para pequenas
agroindustrias espalhadas pela regido (SANTOS et al., 2008).

A qualidade de frutos, seja em relacdo ao processamento industrial ou ao
consumo in natura, esta ligada a caracteres fisicos como formato, tamanho e sabor.
Tais caracteres, em conjunto com atributos de composicao dos frutos, promovem a
aceitabilidade destes pelos consumidores, tendo em vista 0 aumento da demanda por
frutos com novos aromas, sabores e texturas (SAO JOSE et al., 2012; LIMA et al.,
2002).

A umbu-cajazeira possui consideravel variabilidade genética e morfologica
para frutos nas mais diversas regides do Nordeste (SANTANA, 2010; SANTOS,
2009; CARVALHO et al., 2008; MOURA et al., 2005a; NORONHA et al., 2000).
Por este motivo é urgente a necessidade de protecdo contra o risco de erosdo genética
que ameacga espécies nativas inexploradas, através do avanco desenfreado de
exploracdo de madeiras e abertura de areas para exploracdo agricola e pecuaria
(SANTQOS, 2009). A caracterizagdo é necessaria para conhecer e preservar a
variabilidade genética existente entre plantas de uma mesma espécie (BLANK,
2011).

A biotecnologia tem contribuido para caracterizacdo e conservacdo do
germoplasma de frutiferas mediante a utilizacdo de marcadores moleculares. Estes
marcadores permitem estudar e avaliar a variabilidade genética existente em
populacdes naturais para conservacao in situ (COSTA et al., 2009). Os marcadores
moleculares ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) e RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) tém sido largamente utilizados em estudos de filogenia,
diversidade genética e selecdo assistida por marcadores (BENZAQUEM et al.,
2009). A caracterizacdo fenotipica e genotipica por marcadores moleculares pode
auxiliar o melhorista na escolha entre genétipos divergentes e promissores com alto
potencial produtivo (GOUVEA et al., 2010).

Na literatura, os principais estudos envolvendo umbu-cajazeiras baseiam-se
em caracterizacdo morfologica de plantas e frutos, analisados mediante avaliagdes
fisicas, quimicas e fisico-quimicas, com uso de analises multivariadas para
identificagdo de variabilidade genética (SANTANA et al., 2011). Técnicas de
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analises multivariadas constituem-se em ferramentas de grande potencial para o
melhorista, por considerar simultaneamente um conjunto de caracteristicas (CRUZ,
2001).

A avaliacdo de plantas em programas de melhoramento genético é a etapa
mais demorada e onerosa (BOREM; MIRANDA, 2009). Assim, torna-se necessario
0 uso de metodologias eficientes que aumentem a acuracia do processo seletivo. A
utilizacdo de modelos mistos de méxima verossimilhanca restrita (REML) e melhor
predicdo linear ndo-viciada (BLUP) para avaliacdo genética sao fundamentais para
predicdo dos valores genéticos aditivos e genotipicos de individuos com potencial
de selecdo (RESENDE, 2002).

As analises multivariadas tém sido empregadas no melhoramento de plantas
perenes por propiciar a avaliacdo do individuo em varios aspectos, fazendo uma
identificagdo mais abrangente dos genétipos analisados (CRUZ et al., 2004)

Diante do exposto, este trabalho tem como objetivos gerais:

a) Estudar a variabilidade, estimar parametros genéticos e
predizer valores genotipicos de frutos de seis clones de umbu-cajazeira
para fins de selecdo de frutos para processamento industrial ou consumo
in natura, via modelos mistos.

b) Analisar a divergéncia genética por meio de marcadores
moleculares ISSR e RAPD e efetuar a caracterizacdo fisica, quimica e
fisico-quimica de frutos de 18 gendtipos de umbu-cajazeira de
assentamento e comunidades rurais, com o proposito de selecionar
gendtipos divergentes com atributos superiores para processamento de

frutos ou consumo in natura para produtores locais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 AFRUTICULTURA NO BRASIL

O Brasil € um dos paises com maior producdo mundial de frutas. Em 2010
foram produzidas aproximadamente 40 bilhdes de toneladas (FAO, 2012). A regido
Nordeste destaca-se das demais por possuir: excelente localizacdo em relacdo aos
principais paises importadores, disponibilidade de areas para plantio, apoio de
investimentos publicos e privados em infraestrutura para construcdo e manutencao
de acudes com preco atrativo da terra, mdo-de-obra relativamente barata e
disponivel, o que lhe assegura a lideranca na producdo e exportacdo de frutas
tropicais (GOBETH, 2004).

Em 2013, Ceara, Rio Grande do Norte, Bahia e Pernambuco corresponderam
a um total de quase 80% do volume de exportacdo de frutas frescas (INSTITUTO
BRASILEIRO DE FRUTAS, 2013). Ainda assim, o pais pode aumentar o
aproveitamento de seu potencial em fruticultura a depender da responsabilidade do
produtor brasileiro em atender Aos requisitos de qualidade exigidos pelos
importadores, elevando o preco dos produtos locais (CARVALHO; MIRANDA,
2009).

O investimento por parte de parcerias publicas e privadas para instalacao de
sistemas de irrigacdo na regido semidrida levou a um aumento na producgdo de
diversas frutas durante o ano todo, com destaque para o meldo, a manga € o caju. O
Rio Grande do Norte e 0 Ceard tém grande potencial para aumentar a producao
fruticola, comparados a outros estados, visto que possuem localizagdo estratégica
devido a proximidade com a Europa, a América do Norte e com o continente
Africano (INSTITUTO BRASILEIRO DE FRUTAS, 2013). Estes dois estados
produziram um total de 80% da producdo nacional de castanha-de-caju no ano de
2012, mesmo com a reducéo da safra brasileira devido a seca que atingiu o Nordeste,
evidenciando o potencial destes estados na balanca comercial brasileira.
(INSTITUTO BRASILEIRO DE FRUTAS, 2013).
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2.2 FRUTEIRAS TROPICAIS NAO-TRADICIONAIS

O mercado internacional tem passado por mudangas econémicas quanto ao
processo de producdo e processamento de alimentos, visando reduzir custos e
expandir mercados (SAO JOSE et al., 2012).

Existe uma crescente demanda comercial por frutos com novos sabores,
aromas e texturas, permitindo ao Brasil um aumento na producéo de fruteiras cujo
conhecimento é restrito e os niveis de producdo e consumo sdo singelos,
caracterizados como fruteiras tropicais ndo-tradicionais (SAO JOSE et al., 2012;
SCHWARTZ et al., 2010; RUFINO, 2008).

O Brasil possui diversas frutiferas tropicais ndo-tradicionais com comércio
restrito a mercados locais, com grande potencial de atendimento as caracteristicas
nutricionais demandadas cada vez mais pelos alimentos. Destacam-se frutos como:
o0 acai, o bacuri, o caja, amangaba, a pinha, 0 umbu-caja, o umbu, entre muitos outros
(SAO JOSE et al., 2012).

Grande parte dessas frutas tem origem no Norte e Nordeste brasileiros, sendo
assim mais conhecidas nesses mercados, com producdo minima nas regifes Sudeste,
Sul e Centro-Oeste do pais. Uma parte dos frutos é comercializada sob forma in
natura com pouco processamento industrial para agregacdo de valor, buscando
alcancar mercados mais distantes, mesmo considerando o mercado brasileiro (SAO
JOSE et al., 2012; RUFINO, 2008).

2.3 ORIGEM, DISTRIBUICAO GEOGRAFICA E TAXONOMIA

Apesar do escasso contetdo de literatura sobre a umbu-cajazeira, alguns
autores relatam ser uma espécie de principal ocorréncia no Nordeste brasileiro
(SOARES FILHO; RITZINGER, 2006). A literatura atesta a presenca da espécie em
estados como Bahia (SANTANA et al., 2011), Pernambuco (LIRA JUNIOR et al.,
2005), Paraiba (GONDIM et al., 2013); Ceara (VIEIRA, 2013) e Rio Grande do
Norte (NORONHA et al., 2000).
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O género Spondias pertence a familia Anacardiaceae e é composto por 18
espécies, dentre as quais seis ocorrem no Nordeste: a cajazeira, 0 umbuzeiro (S.
tuberosa Arr. Cam.), a cajaraneira, a sirigueleira, os hibridos caja-mangueira
(Spondias sp.) e a umbu-cajazeira (SOUZA et al., 2006). S. mombin e S. cytherea
ocorrem principalmente em areas préximas ao litoral, assim como S. purpurea, que
também pode ser encontrada em perimetros irrigados com significativa
produtividade. S. tuberosa é a espécie mais caracteristica do semiarido nordestino,
seguida pela umbu-cajazeira, considerada um hibrido natural de S. tuberosa
(GIACOMETTI, 1993; SILVA JUNIOR et al., 2004).

Carvalho (2006), investigando a suposta hibridacdo entre o umbuzeiro e a
cajazeira por meio de bandeamento cromossdmico CMA/DAPI e hibridacdo
genbmica in situ, constatou que o padrdo de bandas CMA foi semelhante para os
dois supostos parentais, mas diferente em relacdo ao nimero e distribuicdo no
provavel hibrido. A auséncia de heteromorfismos em umbu-cajazeira e a divergéncia
no padrdo de bandas CMA entre este taxon e seus supostos parentais, apresentam
um forte indicativo de ndo se tratar de um hibrido. Almeida et al. (2007) analisando
a provavel hibridagdo entre S. mombin e S. tuberosa propds que ambas espécies se
encontram relacionadas proximo a umbu-cajazeira, que apresentou cariétipo

homozigoto distinto dos demais parentais.

2.4 DESCRICAO BOTANICA

A umbu-cajazeira é uma arvore de porte médio a grande, atingindo de 6 a 8
metros de altura e até 20 metros de didmetro de copa. Lima (2009) estudando o
umbuzeiro, concluiu que estas arvores entram em dorméncia vegetativa durante o
periodo de estiagem anual, com posterior floragdo e frutificacdo entre os meses de
novembro a dezembro e marco a maio, respectivamente (SANTANA, 2010).

Com relacéo ao sistema reprodutivo, a espécie apresenta uma inflorescéncia

composta por uma panicula terminal na qual sdo agrupadas flores masculinas

21



(estaminadas) e hermafroditas (perfeitas), assumindo a forma sexual de
andromondica (CRUZ et al., 2009).

Aproximadamente 90% de seus frutos ndo apresentam sementes viaveis,
indicando que a umbu-cajazeira €, possivelmente, um hibrido natural com alta taxa
de esterilidade. Isso faz com que a espécie seja propagada exclusivamente mediante
métodos vegetativos, como enraizamento de estacas lenhosas e enxertia (SOARES
FILHO; RITZINGER, 2006).

Lima et al. (2002) relatam que os frutos da umbu-cajazeira possuem
excelente sabor e aroma, com boa aparéncia e qualidade nutritiva. Sdo consumidos
na forma in natura, apresentando rendimento médio de 55% a 65% em polpa. O fruto
é do tipo drupa, apresentando um caro¢o interno e formato variando de redondo,
oblongo, ovalado a piriforme. A casca do fruto, quando imaturo, apresenta-se
bastante rugosa, tornando-se lisa quando maduro, com coloracdo variando entre
verde-amarelado, amarelo a amarelo-intenso, quando maduro (SATURNINO, 2008;
SOARES FILHO; RITZINGER, 2006).

2.5 ASPECTOS ECONOMICOS

As frequentes estiagens caracteristicas do Nordeste brasileiro levam os
produtores a optarem por cultivos com plantas de ciclo curto, como o feijao
(Phaseolus vulgaris L.), a mandioca (Manihot esculenta Crantz), a batata doce
(Ipomoea batatas L.), 0 meldo e a melancia (Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum. &
Nakai) (OLIVEIRA et al., 2013). Contudo, algumas frutiferas rusticas, como a
mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) e a umbu-cajazeira, produzem mesmo em
épocas com baixas precipitagdes (CARVALHO, 2010; ARAUJO et al., 2003).

A umbu-cajazeira é uma planta rastica e bem adaptada as condi¢bes do
semiarido, possuindo frutos de grande aproveitamento industrial devido as suas
caracteristicas organolépticas agradaveis ao consumo. O processamento industrial

ou artesanal da fruta é uma forma vidvel de conservacéo, trazendo como vantagem
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a possibilidade do aproveitamento dos excedentes de producdo, garantindo ao
mercado sua distribui¢do ao longo do ano (VIANA, 2008).

Mesmo sem qualquer aporte tecnoldgico, € altamente prolifica em suas
respectivas regides (LEDERMAN et al., 2008). Entretanto, existem problemas no
setor produtivo que levam a dificuldades na comercializagdo, gerando prejuizos. Os
frutos, quando maduros, desprendem-se da planta e caem, sendo danificados ao se
chocarem com galhos e com o solo. Esse dano promove a perda de liquido do fruto,
com posterior inicio do processo de fermentacdo, deteriorando-se rapidamente
(LIMA et al., 2002).

Em alguns casos esses frutos sdao comercializados em péssimas condigdes,
ndo apresentando o real potencial econdémico dessa frutifera (CARVALHO et al.,
2008). Para contornar este problema, LEDERMAN et al. (2008) sugerem o
envolvimento de pequenos produtores em cadeias produtivas incentivando e
estruturando o comércio local desses frutos.

A participacdo crescente da umbu-caja no agronegocio da regido Nordeste
se deve, principalmente, a comercializacdo como fruta fresca. O processamento
industrial da polpa tem tido grande aceitagcdo pelo mercado consumidor devido ao
seu sabor exotico e refrescante (SOARES et al., 2006; SOUZA et al., 2006).

A comercializacdo de polpa de frutas é uma atividade agroindustrial que gera
boa rentabilidade, pois possibilita o aproveitamento do excesso de frutas na safra,
podendo ocorrer na entressafra. A fruticultura no pais tem crescido gragas a producao
de polpas congeladas em pequenas fabricas, fundadas a partir de cooperativas de
produtores e assentados rurais, com o intuito de melhorar a renda dos pequenos
produtores e familias das zonas rurais (MORORO, 2000).

2.6 QUALIDADE DE FRUTOS

A demanda por frutas com um bom padrao de qualidade tem aumentado tanto
no mercado interno quanto no externo (PRADO et al., 2005). Os atributos de

qualidade em frutos sdo essenciais para a aceitacdo do produto pelo consumidor, bem
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como para o processamento de polpas em agroindistrias (DANTAS JUNIOR, 2008).
De maneira geral, aparéncia, textura e sabor representam um conjunto de atributos
internos e externos relacionados a qualidade da fruta (FRUTIFATOS, 2002).

Os frutos de umbu-cajazeira ideais para 0 consumo in natura sao aqueles com
maior massa, baixa acidez e alta relacdo solidos soluveis/acidez total titulavel
(SST/ATT) (SANTANA, 2010). Ja para o processamento de polpa, como a umbu-
caja ainda ndo é uma fruta muito difundida, ndo existem normas regulamentadas para
fixacdo de Padrdes de Identidade e Qualidade (PIQ), sendo assim necessario
comparar com a composi¢do da polpa do caja, estabelecido pelo Ministério da
Agricultura e Abastecimento por meio da Instrugdo Normativa n°. 01, de 7 de janeiro
de 2000. O regulamento técnico normatiza que os frutos destinados para o
processamento contenham pH minimo de 2,2, acidez titulavel acima de 0,90 g/100g
de acido citrico, s6lidos soltveis acima de 9,5° Brix e relacdo sélidos sollveis/acidez

titulavel acima de 10,0.

2.7 PRE-MELHORAMENTO DE UMBU-CAJAZEIRA

Por muito tempo instituices de pesquisa tém se empenhado na coleta,
caracterizacdo, documentacdo, conservacdo e intercAmbio dos recursos genéticos
importantes para alimentacdo humana. Com o aumento do interesse pela
diversificacdo de produtos, 0 melhoramento genético devera selecionar um maior
namero de espécies para a composicao de bancos de germoplasma. Se 0s recursos
genéticos forem adequadamente estudados e conhecidos, muitas espécies pouco ou
ndo-domesticadas poderdo ser incorporadas ao rol de espécies de interesse atual
(LOPES et al., 2006).

Segundo Bosco et al. (1999), para que uma espécie de planta silvestre seja
considerada planta cultivada sdo necesséarias informagBes técnicas para 0
planejamento e definicdo de sistemas de producgdo, haja vista que se trata de uma

espécie pouco utilizada em plantios comerciais. Para isso faz-se necesséria a
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identificacdo de genotipos com atributos superiores que proporcionem alta
produtividade, justificando assim o investimento no estabelecimento de pomares.

Trabalhos de caracterizagdo de gen6tipos sdo essenciais para 0 sucesso de
um programa de melhoramento genético, pois permitem identificar, selecionar e
indicar gendtipos superiores, principalmente em relacdo a plantas perenes (FARIAS
NETO et al., 2002).

Desde o ano de 2000, a Embrapa Mandioca e Fruticultura desenvolve a¢des
de preservacao, caracterizacdo e avaliacao de gendtipos no estado da Bahia. Mais de
20 acessos de umbu-cajazeira compdem seu Banco Ativo de Germoplasma (BAG)
de Fruteiras Tropicais, além de outras espécies, como o umbuzeiro. Até o ano 2010
foram selecionados seis acessos de umbu-cajazeira adequados para 0 consumo in
natura e/ou processamento de polpas (SANTANA, 2010; SOARES FILHO;
RITZINGER, 2006).

No municipio de Jodo Pessoa, a Empresa Estadual de Pesquisa Agropecuéria
da Paraiba (EMEPA) implantou, no ano de 1996, um BAG contendo 23 gendtipos
de umbu-cajazeira. Em Itambé-PE, a Empresa Pernambucana de Pesquisa
Agropecuaria (IPA) implantou, no inicio dos anos 90, um BAG contendo 36
gendtipos de umbu-cajazeira coletados em areas de ocorréncia espontanea (LIRA
JUNIOR et al., 2008).

O elevado porte da planta e o lento desenvolvimento até o inicio da producao
sdo alguns dos entraves mais evidentes na cajazeira e no umbuzeiro, bem como na
umbu-cajazeira. Entretanto, inovac@es tecnoldgicas, como o uso de porta-enxertos,
adensamento de plantio, podas sucessivas de formacéo e conducdo, podem viabilizar
o cultivo comercial da espécie, com plantas atingindo a produgdo desejada em oito
a dez anos. Para reverter o quadro de estagnagdo na comercializagéo dos frutos, seria
necessaria a criagdo de mecanismos de incentivo as cadeias produtivas existentes em
regibes com pequenos produtores que cultivam a umbu-cajazeira (LEDERMAN et
al., 2008).

Muitas espécies, que se encontram em estado selvagem ou ndo-domesticado,
tendem ao desaparecimento devido a forte exploracéo irracional da terra através do

desmatamento, ocasionando a perda de variabilidade genética (QUEIROZ, 2004).

25



Torna-se imprescindivel o incentivo, por parte do governo brasileiro, de
estudos genéticos em nivel populacional das espécies que compdem o semiarido,
para que sejam estabelecidas diretrizes de conservacdo genética e deteccdo de
variabilidade, procurando reunir subsidios que contribuam para a conservagao in situ
(PINTO et al., 2003).

A diversidade genética de populacdes nativas de Spondias é ampla, devendo
ser preservada e avaliada em bancos de germoplasma visando a disponibilizacao de
gendtipos para a exploragdo agroindustrial e programas de melhoramento genético
(SOUZA et al., 2006). Explorar a diversidade de espécies cultivadas de potencial
importancia econdmica é uma tarefa fundamental em todos os programas de pesquisa
agricola (CARDONA, 2010).

Atualmente, o conhecimento disponivel sobre a variabilidade genética,
caracteristicas morfoagronémicas e fenoldgicas de plantas de umbu-cajazeira séo
insuficientes para o delineamento de programas de melhoramento genético.
Portanto, esfor¢os e incentivos neste sentido permitirdo fornecer informacdes basicas
a comunidade cientifica visando ao melhor aproveitamento do potencial de
exploracdo econémica da cultura, bem como da conservagdo e manejo dos recursos
genéticos (LIRA JUNIOR et al., 2005).

Caracterizac@es fisicas, quimicas e fisico-quimicas tém sido efetuadas em
colecdes de germoplasma para gerar informacdes sobre a descricdo e a classificacdo
de espécies vegetais. Em plantas perenes, os caracteres podem ser avaliados em
diferentes estadios, pela mensuracdo ou pela observacdo. O uso de descritores
(tamanho de fruto, colocacdo da casca, peso de frutos, entre outros) € feito com o
objetivo de identificar caracteres que possam ser Uteis na selecdo precoce de
potenciais gendtipos (CURY, 1993).
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2.8 MARCADORES MOLECULARES ISSR E RAPD

Marcadores moleculares possuem a capacidade de acessar informagdes
diretamente do genoma sem sofrer influéncia do efeito ambiental (BORBA et al.,
2005). A utilizacdo de marcadores moleculares em estudos populacionais de
espécies arbdreas tem se demonstrado uma ferramenta com grande poder de
discriminagdo (FREITAS et al., 2005), garantindo aumento da velocidade de
resposta dos programas de melhoramento genético (CARNEIRO, 2002).

A caracterizacdo intraespecifica e a avaliacdo da variabilidade genética entre
individuos por meio de marcadores moleculares permite a selecdo de gen6tipos mais
adequados para o cultivo e/ou melhoramento de plantas, reduzindo o tempo gasto
nesta etapa do processo (LIMA et al., 2011).

Marcadores moleculares dominantes podem revelar classes de variacdes
entre genomas distintos. Este fato se relaciona a fragdo do genoma analisado por tais
marcadores, a distribuicdo de repeticdes pelo genoma e a extensdo do genoma que
esta sendo analisado em ensaios especificos (RUSSEL et al., 1997; DAVILA et al.,
1999).

O RAPD ¢é uma ferramenta simples e eficaz utilizada para detectar
polimorfismos a nivel de DNA em individuos, sem que caracteristicas fenotipicas
tenham ainda sido expressas. O advento do desenvolvimento de principio de reagdes
de polimerizacdo em cadeia (PCR) possibilitou a utilizacdo do RAPD, amplificando
sequéncias de DNA gendmico ao acaso a partir de iniciadores de sequéncia aleatéria
(FERREIRA, 2003; FERREIRA; GRATTAPLAGIA, 1995). Estudos sobre
divergéncia genética realizados com a técnica RAPD permitem distinguir diferengas
minimas entre individuos, populacdes e espécies (BRAMMER, 2000).

Com a vantagem de apresentar baixo custo, simplicidade, rapidez e demanda
de minimas quantidades de DNA para a realizagdo das analises, 0 RAPD possibilita
0 estudo de espécies sobre as quais se tem pouca informacdo genética
(GRATTAPAGLIA, 2007; LACERDA et al., 2002). A técnica tem sido utilizada
com éxito em espécies como umbuzeiro (MOREIRA et al., 2007), mangueira
(Mangifera indica L.) (SOUZA et al., 2008), acaizeiro (Euterpe oleracea Mart.)
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(OLIVEIRA,; SILVA, 2008), cajazeira (LIMA et al., 2011) e mangabeira (MOURA
et al., 2005b).

Os marcadores moleculares ISSR também se baseiam em PCR e amplificam
segmentos de DNA com um Unico iniciador composto por uma sequéncia do
microssatélite com 16-25pb de comprimento, podendo amplificar sequéncias entre
microssatélites de diferentes tamanhos. Esses iniciadores podem estar desancorados
ou usualmente ancorados na extremidade 5° ou 3’ por uma a quatro bases
degeneradas. Essas amplificacbes ndo requerem informacdo prévia do genoma e
permitem a obtencao de multilocos (CAIXETA et al., 2006; GOULAQ; OLIVEIRA,
2001).

Regides polimorficas sempre ocorrem em um genoma em que esteja faltando
a sequéncia repetida ou que tenha sofrido delecdo ou uma inser¢do, alterando a
distancia entre as repeticdes. Para iniciadores ancorados na regido 5°, os
polimorfismos ocorrem devido as diferencas no tamanho do microssatélite
(GOULAQ; OLIVEIRA, 2001).

O ISSR é uma técnica simples, rapida, de custo acessivel e eficiente,
apresentando alta reprodutibilidade devido ao uso de iniciadores longos mediante a
aplicacdo de alta temperatura (WOLFE, 2005). Devido a sua abundancia e dispersdo
no genoma, tem sido muito utilizado para estudar rela¢fes entre duas populacoes
muito relacionadas (HUANG; SUN, 2000; DESHPANDE et al., 2001), ou
individuos aparentados, devido ao elevado grau de polimorfismo (BORBA et al.,
2005). Estudos moleculares em espécies perenes por meio da técnica ISSR tém sido
feitos em umbu-cajazeira (SANTANA et al., 2011); mangabeira (AMORIM et al.,
2013) e mangueira (ROCHA, 2009).

2.9 MODELOS MISTOS E REML/BLUP

A utilizagdo de modelos mistos foi proposta por Henderson (1949), mas so

comegou a ser largamente utilizada a partir de 1980, gracas aos avangos
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computacionais, que facilitaram seu uso devido a sua complexidade (RESENDE,
2002).

A denominagdo de determinado modelo como misto deve possuir um ou
mais efeitos fixos, além da média geral, e um ou mais efeitos aleatorios, além do erro
experimental, possibilitando estimar os efeitos fixos e predizer os efeitos aleatorios.
A definicdo de efeito fixo ou aleatorio deve estar relacionada ao objetivo da pesquisa
(RESENDE, 2004).

Em experimentos com plantas, os efeitos dos tratamentos (gen6tipos) e o0s
efeitos ambientais mensuraveis (parcelas, blocos e outros) podem ser considerados
como fixos ou aleatérios (OLIVEIRA, 2007). O efeito de tratamentos, como
aleatdrio, deve ser essencial no melhoramento genético de perenes, pois € a Unica
forma de se fazer selecdo genética, conduzindo a maior acuracia (RESENDE, 2004;
RESENDE et al., 2001). Ja os efeitos de blocos em plantas perenes podem ser
considerados fixos para que as comparagdes sejam plausiveis entre os blocos
(RESENDE; HIGA, 1994). A partir dessa situacdo torna-se possivel extrapolar os
valores de uma amostra (variancia e média), como sendo de toda uma populacéo,
bem como produzir predicbes mais acuradas, principalmente no caso de
experimentos com dados perdidos, pois as predi¢cGes sdo conduzidas em direcdo a
média geral do experimento, permitindo a obtencdo de valores genéticos e nédo
fenotipicos (RESENDE, 2004).

No melhoramento genético de plantas perenes, técnicas para avaliagdo
genética sdo essenciais para predi¢do de valores genéticos aditivos e genotipicos dos
individuos candidatos a selecdo, por apresentar elevada acurdcia. Atualmente, o
procedimento padrdo de estimacdo de componentes de variancia é o da maxima
verossimilhanga restrita (REML) com a predi¢do dos valores genéticos e genotipicos
pelo procedimento BLUP (melhor predicéo linear ndo viciada) (RESENDE; DIAS,
2000).

Estimativas de par&metros genéticos, como herdabilidade e correlagdes
genéticas, sdo fundamentais no delineamento de estratégias de melhoramento
genético eficientes. Entretanto, € comum a ocorréncia de desbalanceamento de dados

mediante perdas de plantas ou plantas que ndo produziram, o que pode comprometer
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determinados ensaios. Assim, o procedimento REML/BLUP tem a capacidade de
lidar naturalmente com o desbalanceamento, conduzindo a estimacdes e predicdes
mais precisas de parametros genéticos e de valores genéticos, respectivamente
(RESENDE, 2007).

O procedimento 6timo de selecdo de plantas perenes para direcionar a
selecdo de individuos superiores é o BLUP, pois, além de maximizar a acurécia de
selecdo, permite 0 estudo da associagdo entre diferentes fontes de informacéo
provenientes de experimentos em varios locais, colheitas e em varios anos. A
predicdo utilizando o BLUP assume que 0s componentes de variancia sdo
conhecidos (RESENDE, 2002).

Por muito tempo, a analise de variancia (ANOVA) e a analise de regressado
foram utilizadas como as principais ferramentas para analise e modelagem
estatistica. Entretanto, essas técnicas tém limitacGes, ndo conseguindo lidar com
dados desbalanceados e com parentescos entre individuos. Assim, o método REML
torna-se extremamente Util na selecdo de individuos, pois permite inferir repostas
sob a ocorréncia de dados desbalanceados de experimentos e com parentesco entre
tratamentos. De uns anos para ca, o0 REML comecou a ser muito utilizado em
experimentos com espécies florestais devido a sua robustez na analise de dados e
predicdo de valores genéticos, em detrimento da ANOVA (RESENDE, 2007). Em
experimentos com dados desbalanceados, a ANOVA conduz a estimacdes
imprecisas de componentes de variancia e, consequentemente, a predi¢Ges
inacuradas de valores genéticos (STURION; RESENDE, 2010).

O procedimento REML/BLUP tem sido usado no melhoramento genético de
palmaceas para a sele¢do de progénies e individuos em pupunheira (Bactris gasipaes
Kunth) (FARIAS NETO; RESENDE, 2001), palmeira-real australiana
(Archontophoenix cunninghamiana H. Wendl. & Drude) (BOVI et al.; 2003),
umbuzeiro (OLIVEIRA et al., 2004) e cajueiro (Anacardium occidentale L.)
(QUINTAL, 2013); gerando andlises a partir de sistemas estatisticos-computacionais
como SAS (Statistical Analysis System) e SELEGEN (Sistema Estatistico e Selegao
Genética Computadorizada via Modelos Lineares Mistos). Esses programas

permitem analises de um grande nimero de modelos (OLIVEIRA, 2007)
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2.10 ANALISES MULTIVARIADAS

As andlises multivariadas tém sido frequentemente empregadas no
melhoramento genético de plantas perenes, pois propiciam a avalia¢do do individuo
em varios aspectos, proporcionando uma identificacdo mais abrangente (CRUZ et
al., 2004). Para visualizagdo e interpretacdo da divergéncia genética a partir de
caracteristicas morfolégicas, agronémicas e moleculares (MARTEL et al., 2003;
SOUSA, 2003), os principais métodos multivariados utilizados tém sido aqueles que
avaliam a similaridade ou dissimilaridade entre individuos, a saber: distancia
euclidiana, analise de componentes principais e analise de agrupamentos (MOURA,
2003). Esses métodos podem ser utilizados com o objetivo de direcionar
intercruzamentos entre parentais divergentes ou gerenciar informacdes disponiveis
em bancos de germoplasma (CRUZ et al., 2004).

Pela caracterizacdo molecular é possivel construir uma matriz composta por
dados binarios representados por O (auséncia) e 1 (presenca de fragmento),
permitindo a aplicacdo de coeficientes de similaridade variando de 0 a 1, pelo qual
as dissimilaridades séo obtidas a partir de seus complementos (CRUZ; CARNEIRO,
2003). Por resultar em uma matriz binaria, os marcadores moleculares fazem uso de
coeficientes de similaridade necessarios para interpretacdo dos dados. Os
coeficientes de coincidéncia simples (Ssm), 0 de Jaccard (S;) e o de Dice ou Nei i
(Sp), estdo entre os mais citados, sendo o coeficiente de Jaccard o mais utilizado
(REIF et al., 2005).

No que tange as variaveis quantitativas, a distancia euclidiana média
padronizada tem sido utilizada como medida de dissimilaridade para formacédo de
agrupamentos, quando o germoplasma analisado ndo possui casualizagdo ou controle
local (CRUZ et al., 2004).

A partir da matriz de dissimilaridade gerada pela distancia euclidiana torna-
se possivel agrupar populacdes, clones ou variedades, permitindo ao pesquisador
fazer inferéncias sobre o agrupamento formado (DIAS et al., 1997). Em relagdo aos
métodos aglomerativos, o hierarquico tem sido muito utilizado, pois tem a

capacidade de agrupar individuos aparentados em varios niveis (CRUZ et al., 2004).
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A analise de componentes principais é um dos métodos multivariados mais
simples e tem como proposito fazer combinacBes lineares de variaveis originais
independentes entre si, que sdo estimadas com a funcdo de reter, em ordem de
importancia, 0 maximo da informacdo contida nos dados originais. Espera-se que a
maior parte da variacdo contida no conjunto de dados seja descrita adequadamente
por poucas varidveis. Assim, o primeiro componente tem a maior variancia, o
segundo tem a segunda maior e assim por diante (MANLY, 2008). A adocdo de
componentes principais em estudos de diversidade genética depende da
possibilidade de sintetizar um nimero relativamente alto de variaveis originais em
poucos componentes, indicando uma boa aproximacdo do comportamento dos
individuos em analise (BARBOSA, 2010).
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CAPITULO I

SELECAO DE CLONES DE UMBU-CAJAZEIRA PELO
PROCEDIMENTO REML/BLUP

RESUMO

YAMAMOTO, Euriann Lopes Marques. Selecdo de clones de umbu-cajazeira
pelo procedimento REML/BLUP. 2014. 24 p. Dissertacdo (Mestrado em
Agronomia: Fitotecnia/Melhoramento Genético) — Universidade Federal Rural do
Semi-Arido, Mossoré-RN, 2014.

A umbu-cajazeira (Spondias sp.) € uma fruteira nativa do semiarido brasileiro com
elevado potencial de cultivo e polpa suculenta, utilizada na producdo de sucos e
néctares. Agroindustrias tém se instalado na regido, sendo necessario o suprimento
de frutos para processamento com regularidade, quantidade e qualidade. Este
trabalho tem por objetivo estimar pardmetros genéticos e predizer valores
genotipicos de frutos de seis clones de umbu-cajazeira da estacdo experimental de
Ipanguacu/RN por meio da metodologia Maximum Restricted Likelihood/Best
Linear Unbiased Prediction (REML/BLUP). O ensaio foi instalado em
delineamento de blocos ao acaso com trés blocos e trés repeticbes por parcela em
arranjo desbalanceado pelo software Selegen. Para a avaliacdo foram consideradas
as variaveis: diametro longitudinal, didmetro transversal, relacdo diametro
longitudinal/diametro transversal, massa de frutos, polpa, casca e carogo, acidez
titulavel, pH, solidos solaveis, vitamina C, relacdo sélidos solUveis/acidez titulavel,
indice tecnoldgico e rendimento de polpa. Componentes de variancia por REML
individual e componentes de médias (BLUP individual) foram estimados via
modelos mistos pela metodologia REML/BLUP com a utilizacdo do software
Selegen. Foi possivel classificar e ordenar os clones de acordo com as melhores
caracteristicas, especialmente devido ao desbalanceamento. Os clones Carnaubais,
Alto do Rodrigues, Ac¢u e/ou Ipanguagu podem ser recomendados para
processamento de polpa ou consumo in natura. O clone Serra do Mel destacou-se
dos demais em relacdo a todos os atributos de qualidade de frutos analisados,
podendo ser utilizado tanto para processamento de polpa quanto para consumo in
natura. O clone Parelhas ndo demonstrou possuir caracteristicas desejaveis ao
consumo in natura ou processamento de polpa.

Palavras-chave: Spondias sp., variabilidade genética, agroindistria, consumo in
natura.
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CHAPTER I
MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF
CLONES UMBU-CAJAZEIRA

ABSTRACT

YAMAMOTO, Euriann Lopes Marques. Selection of clones of umbu-cajazeira by
procedures REML/BLUP. 2014, 24 p. Dissertation (Master in Plant Science-Plant
Breeding) - Federal University of Semi-Arid, Mossor6/RN, 2014.

The umbu-cajazeira (Spondias sp.) is a native fruit tree of the Brazilian semiarid with
high potential for cultivation and juicy pulp, used in production of juice and nectars.
Agrobusiness have been installed in the region being necessary to the supply of fruits
to the proceeding with regularity, quantity and quality. This work has the objective
of estimate genetic parameters and predicts genotypic values of fruits of six clones
of umbu-cajazeira of the Station Experimental of Ipanguacu/RN using the
methodology Maximum Restricted Likelihood/ Best Linear Unbiased Prediction
(REML/BLUP). The trial was conducted in outline randomized blocks with three
blocks and three replicates per plots in unbalanced arrangement. For the evaluation
variables were considered longitudinal diameters, transverse diameters, in relations
longitudinal diameters/transverse diameters, fruit mass, pulp, bark and pit, acidity,
pH, soluble solids, vitamin C, soluble solid relationship acidity, technological index
of pulp yield. Components of variance for REML, individual and the average
components (BLUP individual) estimated shape via mixed models methodology for
REML/BLUP using the software Selegen. Analyses of variables fruits by mixed
models were able to classify and sort the clones according to the best features,
especially due to unbalance. The clones Carnaubais, Alto do Rodrigues, Ac¢u and
Ipanguacu can be recommended for procedures of pulp and/or consumption in
nature. The Serra do Mel clone stood out from the others with respect to all attributes
of quality of analyses the fruits, it can be used both as pulp processing for
consumption in nature. The Parelhas clones demonstrated not possess desirable
characteristics for consumption in nature or pulp procedures.

Keywords: Spondias sp., genetic variability, agrobusiness, consumption in nature.
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1 INTRODUCAO

O semiarido nordestino permaneceu por muito tempo isolado do resto do
pais no que diz respeito a pratica da agricultura empresarial. Entretanto, a partir da
de 1970 este cendrio mudou gragas a chegada de modernas tecnologias de irrigagao.
De acordo com dados da SUDENE (Superintendéncia do Desenvolvimento do
Nordeste), o Produto Interno Bruto (PIB) do Nordeste cresceu a uma taxa anual,
entre os anos de 1970 a 2005, de cerca de 8,3%, enquanto que no Brasil verificou-se
apenas 3,5% (CUNHA, 2009).

O estado do Rio Grande do Norte tem se destacado no ramo da fruticultura
devido ao dinamismo da agricultura, especificamente da producéo de frutas tropicais
irrigadas (GOMES, 2003). Desde 1980, projetos governamentais de irrigacdo, bem
como projetos da iniciativa privada, alavancaram a fruticultura na regido (CUNHA,
2009). O Polo de Desenvolvimento Integrado Acu/Mossor0, que compreende 0s
municipios de Baralnas, Mossoro, Serra do Mel, Carnaubais, Pendéncias, Alto do
Rodrigues, Afonso Bezerra, Ipanguacu, Itaja, Acu e Upanema, é uma das regides
beneficiadas pelos projetos de irrigacdo no Nordeste (GOMES, 2003; NUNES et al.,
2006).

O setor da agricultura irrigada, em conjunto com agroindudstrias
processadoras, demonstram o potencial, em relagdo ao carater produtivo, que esta
regido tem desenvolvido. Inovacdes tecnoldgicas tém sido inseridas no polo
Acu/Mossoro, apresentando, mediante as atividades produtivas, resultados que tém
extrapolado limites geogréficos, conquistando novos mercados tanto nacionais
guanto internacionais (LIMA; MIRANDA, 2001; NUNES et al., 2006).

Inmeras agroinddstrias tém se instalado no estado (JERONIMO, 2012),
produzindo a partir de frutas tropicais doces, sucos, compotas e geleias. No entanto,
torna-se imprescindivel suprir, com regularidade, quantidade e qualidade, a demanda
por matéria-prima, em vista das caracteristicas nutricionais cada vez mais esperadas
nos alimentos (SAO JOSE et al., 2012).

A umbu-cajazeira (Spondias sp.) € uma planta perene pertencente a familia

Anacardiaceae e ao género Spondias. Propagada pelo método assexuado, raramente
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possui sementes em seus caro¢os (SOUZA; COSTA, 2010). Apresenta grandes
perspectivas de inser¢do no mercado interno de frutas exéticas (MARTINS; MELO,
2006) e crescente demanda entre as polpas comercializadas devido ao seu sabor
agradavel (SILVA; KOBLITZ, 2010)

Possui fruto do tipo drupa, globosa ou curto-elipsoide, com casca fina e
coloracdo amarelada quando maduro, polpa suculenta e sem fibras, com sabor doce-
acidulado (LORENZI; LACERDA, 2006). Tem elevado potencial de cultivo
(SILVA JUNIOR et al., 2004), com rendimento médio de 55% a 65% em polpa e
apresenta potencial de utilizacdo tanto na forma processada como polpa congelada,
sucos, nectares e sorvetes (LIMA et al., 2002b).

Mesmo com todas essas potencialidades, sdo poucos 0s pomares comerciais
existentes, fazendo com que as agroindistrias dependam apenas da producdo obtida
pelo extrativismo, caracterizado pela sazonalidade e insuficiéncia em manter as
fabricas funcionando durante todo o ano (GONDIM et al., 2013). O reduzido
conhecimento fitotécnico da cultura e a atividade exploratéria do homem no campo
através de queimadas e desmatamento, tém levado a perdas da variabilidade
genética, impedindo que populacBes se mantenham vivas e reprodutivas para o
futuro (SAO JOSE et al., 2012; KAWAGUICI; KAGEYAMA, 2001).

Algumas instituicdes publicas, em convénio com universidades federais, tém
apoiado pesquisas sobre o cultivo da umbu-cajazeira. A Embrapa Mandioca e
Fruticultura (Cruz das Almas-BA) possui pesquisas na area de recursos genéticos e
pré-melhoramento de germoplasma de Spondias. Além disso, possui um Banco
Ativo de Germoplasma de Fruteiras Tropicais, implantado no ano de 2004, com a
presenca de diversos acessos de umbu-cajazeira e de umbuzeiro (SANTANA, 2010).

No Rio Grande do Norte sdo poucas as pesquisas envolvendo umbu-cajazeira
(LIMA et al., 2002a). Neste sentido torna-se necessario o conhecimento da
variabilidade genética desta espécie para caracterizagdo dos tipos de frutos da regido,
tendo como objetivo a identificacdo de genétipos promissores de interesse
agricultores (CARVALHO et al., 2008).

A diversidade genética expressa a variacdo genética existente dentro de uma

populagdo. Por meio da quantificagdo da variabilidade genética em um germoplasma
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vegetal € possivel identificar materiais genéticos semelhantes ou em duplicata, de
maneira a fornecer informacdes potenciais de parentais promissores em programas
de melhoramento genético (COIMBRA et al., 2001). Além disso, pesquisas
envolvendo o estudo da diversidade genética em plantas com propagacao assexuada,
possibilitam a identificacdo de um clone do gendtipo selecionado, economizando
tempo e custo em programas de melhoramento genético.

Este trabalho tem como objetivo estudar e avaliar a variabilidade genética de
frutos de seis clones de umbu-cajazeira da Estagdo Experimental em Ipanguacgu-RN
por meio de modelos mistos, visando a selecdo de clones para processamento de

polpa e consumo in natura.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 CARACTERIZACAO DO LOCAL DA PESQUISA

O trabalho foi desenvolvido no campo experimental da Empresa de Pesquisa
Agropecuaria do Rio Grande do Norte (EMPARN) em Ipanguacu-RN, no periodo
compreendido entre fevereiro e novembro de 2013.

Segundo a classificagdo de Thornthwaite, a regido apresenta o seguinte tipo
climatico: “E” — arido, com precipitacdo média anual de 590 mm, temperatura média
anual de 31°C, localizado nas coordenadas geograficas 5° 29’ 54” de latitude sul, 36°
51’ 18” de longitude a oeste do Meridiano de Greenwich, a 16m de altitude. O solo
do local € do tipo aluvial eutréfico salino-sddico, de alta fertilidade, porém com
limitagdes devido & presenca de sais (SANTANA JUNIOR, 2010).

No ano de 2001, pesquisadores da EMPARN realizaram prospeccdes em
busca de gendtipos de umbu-cajazeira em sete municipios do semiarido potiguar e
estabeleceram uma area experimental no municipio de Ipanguagu para avaliacdo do
desempenho desses gendtipos (Figura 1). Para este trabalho foram utilizados seis
clones de umbu-cajazeira pertencentes ao Banco Ativo de Germoplasma da
EMPARN, os quais foram: Ipanguacu, Acu, Alto do Rodrigues, Serra do Mel,
Carnaubais e Parelhas. As plantas ndo dispunham de sistema de irrigacdo ou tratos
culturais, a ndo ser a limpeza das linhas de plantio para evitar competicdo por plantas

invasoras.
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Locais de coleta de umbu-cajazeiras
(Spondias sp.)

1-Acu

2- Alto do Rodrigues

3-Carnaubais

4-Ipanguacu

5-Parelhas

6-Serra do Mel

Figura 1- Locais de coleta de umbu-cajazeiras (Spondias sp.) no Estado do Rio
Grande do Norte. Mossord/RN, 2014.

2.2

ANALISES MORFOLOGICAS

Foram coletados 20 frutos de cada um dos seis clones de umbu-cajazeira. As

colheitas foram realizadas na parte da manhd, coletando apenas frutos integros e no

mesmo grau de maturacdo, caidos ao chdo sob a copa das arvores. As analises

morfoldgicas foram realizadas no Laboratério de Pds-colheita da Universidade

Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA). Para caracterizacdo fisica dos frutos

avaliou-se:

Diametro longitudinal (DL) e didmetro transversal (DT): medigdo de 20 frutos
com auxilio de paquimetro digital, expressos em cm;

Relacdo DL/DT;

Massa do fruto (MF): pesagem em balanca semianalitica de 20 frutos integros,
expressa em gramas;

Massa da polpa (MP): pesagem da polpa de 20 frutos em balanca semianalitica,
expressa em gramas;

Massa da casca (MC): pesagem da casca de 20 frutos em balanca semianalitica,
expressa em gramas;

Massa do carogo (MCR): pesagem do carogco de 20 frutos em balanga

semianalitica, expressa em gramas.
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Na caracterizacao fisico-quimica dos frutos avaliou-se:

Acidez total titulavel (ATT): determinada por meio da diluicdo de uma grama
da polpa para 49 ml de agua destilada. Foram adicionadas trés gotas de
fenolftaleina com posterior titulagdo com NaOH (0,1N) até a mudanca da cor
da solucdo para levemente résea, resultado expresso em porcentagem de acido
citrico;

pH: com pHmetro digital calibrado com solucéo de pH 4,0 e 7,0;

Soélidos soltveis totais (SST): determinado pela analise de uma aliquota da
polpa em refratdmetro digital na temperatura de 23°C, expressos em °Brix;
Relacdo SST/ATT: obtida pela relacdo direta dos valores de solidos sollveis
totais e acidez total titulavel;

Vitamina C (VITC): determinada a partir de cinco gramas da polpa diluida em
100 ml de acido oxalico. Retirou-se uma aliquota de 5 ml completando o
volume com 45 ml de agua destilada para a titulagdo com solucdo de Tillman
refrigerada, em duplicata, conforme Strohecker e Henning (1967). Resultado

expresso em miligramas de &cido ascorbico/100 ml de polpa.

Qutras analises realizadas foram:

2.3

Rendimento de polpa (RP): divisdo entre a massa da polpa pela massa do fruto,
multiplicada por 100, expresso em porcentagem;
indice tecnoldgico (IT): resultante da divisdo entre o porcentual de polpa e o

percentual de SST.

ANALISES ESTATISTICAS

O delineamento utilizado foi de blocos ao acaso com seis clones de umbu-

cajazeira, divididos em trés blocos e trés plantas por parcela, com espagamento 10

m x 10 m. Em fung¢do da sazonalidade de producéo entre as plantas, alguns clones

ndo produziram frutos, classificando o experimento como desbalanceado. Por este
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motivo, a analise estatistica e a estimativa dos parametros genéticos foram baseadas

em modelos mistos do tipo REML/BLUP individual utilizando o software

SELEGEN — REML/BLUP, adotando 0 modelo 2 (Blocos ao acaso, teste de clones

ndo aparentados, varias plantas por parcela). De acordo com Resende (2002):
y=Xr+Zg+Wp+e

Em que: “y” é o vetor de dados, “r” é o vetor dos efeitos de repeticdo
(assumidos como fixos) somados a média geral, “g” é o vetor dos efeitos genotipicos
(assumidos como aleatorios), “p” € o vetor dos efeitos de parcela, e “e” 0 vetor de
erros ou residuos (aleatdrios). As letras maitsculas indicam as matrizes de incidéncia
para os referidos efeitos.

Foram estimados os seguintes componentes de variancia associados aos
referidos efeitos de Vg: variancia genotipica entre clones; Vparc: variancia
ambiental entre parcelas; Ve: variancia residual dentro de parcelas; Vf: variancia
fenotipica individual.

A partir dos componentes de variancia foram estimados os seguintes
parametros genéticos:

—  h®g: herdabilidade individual no sentido amplo no bloco, ou seja, dos efeitos
genotipicos totais;

— ¢% coeficiente de determinacio dos efeitos de parcela;

— I acuracia da selecdo de clones, assumindo auséncia de perda de parcelas;

— CVgi%: coeficiente de variacdo genotipica;

— CVe%: coeficiente de variacao residual;

— CVr =CVg/CVe = coeficiente de variacdo relativa;

— SEP: desvio padréo do valor genotipico.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ANALISES MORFOLOGICAS

Os resultados referentes as estimativas dos componentes de variancia para as

14 variaveis encontram-se na Tabela 1 e 2.

Tabela 1- Estimativas de componentes de variancia genotipica (\VQg), residual (Ve),
variancia fenotipica individual (Vf), variancia ambiental entre parcelas (Vparc),
herdabilidade + desvio-padrdo da herdabilidade (h’g), coeficiente de determinagéo
dos efeitos de parcela (c?parc), acuracia na selecdo de clones (rz) coeficiente de
variacdo genético (CVg), coeficiente de variacdo ambiental (CVe), coeficiente de
variacdo relativa (CVr= CVg/CVe) e desvio padrdo do valor genotipico (SEP) de
seis clones de umbu-cajazeira (Spondias sp.) quanto as variaveis fisicas: diametro
longitudinal (DL) e diametro transversal (DT) do fruto, em mm; relagdo DL/DT,
massa de fruto (MF), massa de polpa (MP), massa de casca (MC) e massa de caroco
(MCR), em gramas. Mossor6/RN, 2014.

DL DT DL/DT MF MP MC MCR
Vg 9,8 9,37 0,00 16,60 11,803 0,379 0,000
Vparc 0,13 0,04 0,00 0,06 0,025 0,004 0,015
Ve 1,25 1,32 0,00 2,90 1,529 0,164 0,072
\i 10,66 10,73 0,00 19,56 13,358 0,547 0,087
h’g  0,87:0,43 0,87+0,43 0,85:0,42 0,85:0,42 0,88+ 0,43 0,69:0,38 0,003:0,03
c’parc 0,01 0,004 0,00 0,00 0,002 0,01 0,17
raa 99,03 99,15 99,05 99,00 99,25 97,50 15,03
Cvgi% 9,96 10,47 3,86 25,54 30,29 23,15 0,88
CVve% 242 2,38 0,93 6,34 6,45 9,12 10,03
Cvr 4,12 441 417 4,03 4,70 2,54 0,09
SEP 0,42 0,40 0,01 0,58 0,42 0,14 0,02
Média 30,60 29,23 1,05 15,96 11,34 2,66 1,96
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Tabela 2- Estimativas de componentes de variancia genotipica (\VQg), residual (Ve),
variancia fenotipica individual (\Vf), variancia ambiental entre parcelas (Vparc),
herdabilidade + desvio-padrdo da herdabilidade (h’g), coeficiente de determinagéo
dos efeitos de parcela (c?parc), acuracia na seleco de clones (ra) coeficiente de
variacdo genético (CVg), coeficiente de variacdo ambiental (CVe), coeficiente de
variagdo relativa (CVr= CVg/CVe) e desvio padrdo do valor genotipico (SEP) de
seis clones de umbu-cajazeira (Spondias sp.) quanto as variaveis fisico-quimicas:
acidez total titulavel (ATT), em % acido citrico, solidos sollveis totais (SST), em
oBrix, pH, relacdo SST/ATT, vitamina C, em mg/100g polpa; indice tecnoldgico
(IT), em %; e rendimento de polpa (RP), em %. Mossor6/RN, 2014.

ATT pH SST VITC SST/ATT IT RP
Vg 0,01 0,03 0,65 0,38 2,57 1,70 23,77
Vparc 0,00 0,00 0,01 0,01 0,03 0,03 0,59
Ve 0,02 0,02 0,48 1,75 2,02 0,25 4,89
Vf 0,03 0,05 1,14 2,13 4,61 1,98 29,25
h’g  0,4410,30 0,62¢0,36 0,57+0,34 0,17:0,19 0,55:0,34 0,85:0,42 0,81+0,41
c’parc 0,01 0,00 0,01 0,01 0,01 0,02 0,02
raa 93,44 96,71 95,99 80,94 95,74 98,88 98,47
Cvgi% 10,62 6,26 5,09 4,53 11,43 11,68 6,96
Cve% 7,01 2,85 2,57 5,69 5,97 3,05 2,13
Cvr 1,52 2,20 1,98 0,80 1,92 3,83 3,27
SEP 0,04 0,04 0,23 0,36 0,46 0,19 0,85
Média 1,15 2,68 15,88 13,54 14,02 11,16 70,06

Quanto as estimativas de coeficiente de variacdo genotipica (CVgi),
observou-se grande intervalo de varia¢do, com o minimo valor para a variavel MCR
(0,88%) e 0 maximo para MP (30,29%). O alto coeficiente de variacdo experimental
(CVygi) para MP condiz com a natureza poligénica e altamente influenciada pelo
ambiente desta variavel. Essa variacdo pode ser atribuida, em parte, & sazonalidade
de produgdo entre os clones avaliados, bem como a tomada de dados de apenas um
ano de avaliacdo das plantas de umbu-cajazeira.

Como demonstrado na Tabela 1 e 2, as estimativas de variacdo residual
(CVe%) em relacdo a variacdo genotipica (CVQi%), de ambos grupos de dados,
foram inferiores para a maioria das variaveis estudadas, com excegdo de VITC.

Constata-se, entdo, uma boa precisdo experimental na obtengdo e analise dos dados
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a partir do namero de repeticGes de plantas adotado. Estes resultados corroboram
com dados encontrados por Farias Neto et al. (2008) estudando progénies de
acaizeiro.

O coeficiente de variagdo relativo (CVr) resultou em valores acima de um
para a maioria dos caracteres, sugerindo sucesso na selecdo de clones. Esses valores
variaram entre: 0,087% para MCR e 4,69% para MP. Todas as variaveis, com
excecdo de MCR e VITC, poderao evidenciar eficacia na selecdo, pois a maior parte
da variagdo fenotipica existente é atribuida a expressao genética das mesmas. Manfio
(2010), analisando matrizes de macauba encontrou também valores de CVr acima
da unidade.

Segundo Vencovsky (1987), valores de CVr proximos ou acima de 1 indicam
aumento das chances de ganho com a selecdo de gendtipos a partir do manejo da
variavel em programas de melhoramento genético. Altos valores de coeficiente de
variacao relativa para diametro longitudinal (DL) (4,12), didmetro transversal (DT)
(4,41), relacdo DL/DT (4,17), MF (4,03), MP (4,70), IT (3,83) e rendimento de polpa
(RP) (3,27), determinaram valores consideraveis para a herdabilidade ao nivel de
média dos clones, indicando boas acuracias da selecdo de clones para essas variaveis.
Considerando os baixos valores obtidos para desvios padrdes dos erros de predicao
(SEP), pode-se inferir que a precisdo de selecdo com base nas caracteristicas
analisadas neste trabalho serd alta, conforme Maia et al. (2011).

O coeficiente de herdabilidade individual no sentido amplo (h%g) estima a
propor¢do da variabilidade fenotipica que é determinada pelos efeitos aditivos de
alelos individuais, relacGes de dominéncia entre alelos de um mesmo gene e o efeito
da interacdo entre os alelos de diferentes genes. Em plantas perenes que se propagam
exclusivamente de forma assexuada é possibilitada a transferéncia de toda variancia
genética para os individuos seguintes (MAIA et al., 2011).

A variavel que obteve menor valor para h’g foi MCr (0,003), seguida de
VITC (0,17). Valores proximo a zero deste pardmetro indicam que a variagao
genética em nada contribuiu para a determinagdo da varidncia fenotipica,
significando que essas variaveis ndo devem ser consideradas Uteis para sele¢do dos

clones de umbu-cajazeira. Comparado a outras frutas, 0 umbu-caja apresenta pouco
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teor de vitamina C, variando pouco em relacéo a diferentes individuos (SANTOS,
2009). Resultado semelhante para baixos valores de VITC foi encontrado por Maia
et al (2011) em cupuaguzeiro.

Estimativas de herdabilidade individual no sentido amplo (h®g) evidenciaram
bom controle genético na expressao dos caracteres. Observando-se a Tabela 1, para
as variaveis analisadas, os valores de h%g variaram de 0,003 +0,03 para MCr a 0,87
+0,43 para as variaveis diametro longitudinal e transversal, indicando grande
variacdo. Resultados assim indicam potencial para selecdo dentro do experimento
com base nas caracteristicas avaliadas, com boas perspectivas de ganho genético
para futuros trabalhos de melhoramento da espécie. A obtencéo de valores medianos
a baixos para este pardmetro sdo resultado de estudos envolvendo caracteres de
natureza quantitativa governado por muitos genes. A acuracia deve estar
correlacionada com a herdabilidade em programas de melhoramento genético,
objetivando assim maior resposta a selecdo (WATTIAUX, 1995). Neste trabalho,
tanto os valores de acuracia quanto os de herdabilidade foram superiores para a
maioria das variaveis entre os clones de umbu-cajazeira, possibilitando antever
sucesso com a selegéo.

A Tabela 1 e 2 ilustram os valores obtidos para acuracia da sele¢éo de clones
para as variaveis fisicas e fisico-quimicas. No &mbito estatistico, a acuracia da
selecdo de clones (ra) indica a correlagdo entre o valor genotipico verdadeiro do
tratamento genético e aquele estimado ou predito decorrente das informacdes dos
experimentos. Quanto melhor a exatiddo nas avaliacdes, maior é a acuracia do valor
genético predito. Para fins de sele¢do, & uma propriedade importante, pois permite
fazer inferéncias sobre o valor genotipico da cultivar (ou do genétipo), possibilitando
um real ordenamento dos genotipos (BORGES et al., 2010). A acurécia varia de zero
a um e é classificada como muito alta (rs >0,90), alta (0,70< rz <0,90), moderada
(0,50<r2 <0,70) e baixa (rs <0,50) (RESENDE; DUARTE, 2007).

Com excecdo das varidveis massa do carogo (MCR) e vitamina C (VITC),
todas as demais expressaram valores de acuracia situados na classe muito alta (acima
de 0,90). Esses valores indicam uma alta precisdo de selecdo nas avaliagdes

genotipicas. De acordo com Resende e Duarte (2007), os valores obtidos estdo
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préximos aos recomendados para o processo de selecdo em programas de
melhoramento genético, que exige valores de rz, acima de 0,70.

Maia et al. (2011), analisando frutos de clones de cupuaguzeiro (Theobroma
grandiflorum (Willd. ex Spreng.) Schum), encontraram baixos valores de acuracia
para as variaveis massa da semente, vitamina C, comprimento do fruto e nimero de
sementes, provavelmente por serem caracteres governados por varios sitios génicos
e influenciados pelas condigdes ambientais, levando a obtencéo de valores baixos e
medianos de ri para esses parametros, dado que essas variaveis sdo de natureza
guantitativa.

Considerando o Padrdo de Identidade e Qualidade (P1Q) para polpa de caja
(S. mombin L.), as variaveis pH, acidez total titulavel (ATT) e sélidos soluveis totais
(SST) apresentaram valores de ra elevados, inferindo que a selecdo de gendtipos,
tomando como base essas variaveis, permitira uma resposta eficaz acerca do valor
genotipico dos clones analisados. As varidveis MCR e VITC apresentaram o menor
valor para acuracia e, observando-se os valores de herdabilidade individual de
ambas, verifica-se baixa variabilidade genética entre os genétipos analisados.

A maioria das varidveis utilizadas apresentou significAncia (P<0,05), com
excecdo da variavel MCR. Isso pode ser verificado pelo valor da varidncia
genotipica, gque apresentou o valor zero apenas para MCR. O componente de
variacdo genotipica, mesmo tendo alcancado baixos valores entre as varidveis
utilizadas, indica a presenca de variabilidade entre os clones analisados.

De maneira geral, verificou-se baixa variabilidade genética entre os clones,
conforme as estimativas dos coeficientes de variacao genotipica e das herdabilidades
individuais. Esse resultado pode ser explicado pelo fato de a umbu-cajazeira
propagar-se exclusivamente por meio vegetativo, condicionando baixa variabilidade
genética, obtida através de mutacGes naturais (SOUZA et al., 2006; GIACOMETTI,
1993). Vale ressaltar que os resultados obtidos para parametros genéticos estimados
neste trabalho consideram seis clones selecionados em seis municipios no estado do
Rio Grande do Norte, sendo necessarios outros estudos com amostragens

representativas dentro do estado ou de microrregides.

56



Constatou-se baixa variancia ambiental genética entre parcelas (\Vparc) para
todas as variaveis, 0 que, por sua vez, resultou em baixo coeficiente de determinacédo
dos efeitos da parcela (c?parc). A reduzida variancia ambiental entre parcelas dentro
do bloco confirma que o delineamento experimental utilizado foi eficiente aos
objetivos propostos nas analises. Um c? alto implica em elevada variabilidade entre
parcelas no bloco e um ¢? baixo indica baixa variacio entre parcelas no bloco
(STURION; RESENDE, 2005).

Maia et al., (2011), trabalhando com familias de meio-irmdos de
cupuaguzeiro, também encontraram valores baixos de coeficiente de determinacao
dos efeitos de parcela para os caracteres massa do fruto (MF) e massa da polpa (MP),
encontrando valores proximos de zero, revelando também a existéncia de pequena
variagdo ambiental dentro de parcelas.

A Tabela 3 contém o ordenamento dos clones obtidos pelo Blup individual
para as variaveis fisicas e fisico-quimicas.

Segundo Borges et al. (2010), na metodologia REML/BLUP séo estimados
e/ou preditos os valores genotipicos e de nova média. Os valores genotipicos devem
ser aqueles em que o melhorista se apoia para selecdo, pois estes serdo os verdadeiros
valores a serem preditos. J& os valores resultantes para nova média (predicdes feitas
pelo BLUP) indicam o quanto, em média, cada clone devera produzir em cultivos
comerciais. Considerando os valores expressos neste trabalho verificou-se que 0s
valores genotipicos ficaram muito proximos dos valores de nova média, indicando
que a selecdo dos trés melhores clones com base nos caracteres avaliados podera ser

efetiva.

57



Tabela 3— Ordenamento (ODR), clones (CL), valor genotipico (u+g), nova média
(NM) de 14 variaveis fisicas de seis clones de Spondias sp.). Mossor6/RN, 2014
DL DT DL/DT
ORD CL u+tg NV ORD CL u+tg NV ORD CL u+g NV
1 CAR 3272 3272 1 SER 3138 3138 1 IPA 113 113

2 SER 3234 3253 2 CAR 3114 3126 2 CAR 1.05 1.09
3 ACU 3189 3232 3 ALT 3098 3117 3 SER 1.03 1.07
4 ALT 31.70 3216 4 ACU 30.87 31.09 4 ALT 103 1.06
5 IPA 30.22 3177 5 IPA 2686 30.25 5 ACU 1.03 1.05
6 PAR 2472 3060 6 PAR 2413 2923 6 PAR 1.02 1.05
MF MP MC
ORD CL utg NV ORD CL wutg NV ORD CL utg NV
1 SER 1893 1893 1 SER 1385 1385 1 CAR 330 3.30
2 CAR 1864 1878 2 AQU 1363 1374 2 SER 3.07 3.18
3 ACU 1828 1861 3 CAR 1322 1357 3 ALT 297 311
4 ALT 18.04 1847 4 ALT 1313 1346 4 ACQU 276 3.02
5 IPA 1236 1725 5 IPA 846 1246 5 PAR 197 281
6 PAR 949 1596 6 PAR 576 1134 6 IPA 188 2.66

ATT pH SST
ORD CL utg NV ORD CL utg NV ORD CL u+g NV

1 SER 127 127 1 IPA 296 29 1 ALT 1650 16.50
2 ACU 125 126 2 PAR 274 285 2 ACU 1641 16.46
3 ALT 120 124 3 SER 266 279 3 SER 16.14 16.35
4 PAR 113 121 4 ALT 260 274 4 IPA 16.05 16.28
5 CAR 1.09 119 5 CAR 260 271 5 CAR 1574 16.17
6 IPA 098 115 6 ACU 249 268 6 PAR 14.43 1588
VITC SST/ATT IT
ORD CL utg NV ORD CL utg NV ORD CL u+g NV
1 SER 14.09 1409 1 IPA 1673 1673 1 ACU 12.25 12.25
2 CAR 1398 1403 2 CAR 1460 1567 2 ALT 12.05 12.15
3 IPA 1369 13.92 3 ALT 1401 1511 3 SER 11.79 12.03
4 PAR 1344 1380 4 AGCU 13.09 1461 4 CAR 11.12 11.80
5 ALT 13.14 1367 5 PAR 1298 1428 5 IPA 11.00 11.64
6 ACU 1293 1354 6 SER 1272 1402 6 PAR 8.74 11.16

RP MCR

ORD CL u+g NV ORD CL u+g NV
1 ACU 7441 7441 1 CAR 1.96 1.96
2 SER 72.87 7364 2 IPA 196 1.96
3 ALT 7258 7329 3 SER 1.96 1.96
4 CAR 7075 7265 4 ALT 196 1.96
5 IPA 6850 71.82 5 ACU 1.96 1.96
6 PAR 6124 7006 6 PAR 1.96 1.96

*Clones: IPA: Ipanguacu; ACU:Acu; ALT: Alto do Rodrigues; SER: Serra do Mel; CAR:
Carnaubais e PAR: Parelhas.
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Como a umbu-cajazeira € uma espécie perene, tradicionalmente propagada
por via assexuada, a selegdo clonal torna-se uma estratégia efetiva, conduzindo a
ganhos genéticos superiores aqueles fundamentados na propagacdo sexuada
(SANTOS, 2008).

Optou-se pela classificacdo dos trés primeiros clones com base no
desempenho individual com relacdo a cada variavel. Assim, os clones Serra do Mel,
Carnaubais e Alto do Rodrigues relacionaram-se aos melhores resultados para todas
as variaveis analisadas.

Para a variavel RP, os gen6tipos Acu (74,4%), Serra do Mel (72,8%), Alto
do Rodrigues (72,5%) e Carnaubais (70,5%) apresentaram os melhores valores
genotipicos com ganho genético de até 4%. O rendimento de polpa acima de 50% é
preferivel para selecionar gendtipos superiores (LIMA et al., 2002b). Entretanto,
para a agroindustria, gen6tipos que possuem rendimento acima da média devem ser
selecionados (PINTO et al., 2003). As variaveis relacdo DL/DT, MF, MP, MC,
MCR, pH, VITC, SST, relacdo SST/ATT e IT apresentaram valores de ganho
genético inferiores a um, possivelmente devido a baixa variabilidade genética entre
0s gendtipos.

Gondim et al. (2013), analisando acessos de umbu-cajazeira, obtiveram
média de 68,53% para RP por meio de analises multivariadas. Santos et al. (2010),
analisando frutos de umbu-cajazeira, apresentaram um rendimento de 69,7%. Os
resultados encontrados neste trabalho sdo superiores aos citados na literatura.

As variaveis DL, DT e MF sdo importantes para a aceitacdo de frutos de
umbu-cajazeira pelo mercado consumidor. Dois clones se destacaram para as
caracteristicas DL e DT, a saber: Carnaubais (32,7 mm e 31,3 mm) e Serra do Mel
(32,3 e31,3 mm).

Santos (2010) constatou em suas analises que o tamanho de fruto de
Spondias sp. variou entre 28,5 e 48,5 mm para comprimento e 22,9 e 32,5 mm para
largura. Noronha et al. (2000) apresentaram valores de DL variando entre 28,9 e 29,6
mm e DT entre 29,1 e 29,6 mm. Os resultados obtidos neste trabalho estdo dentro do
intervalo de valores para tamanho de frutos de umbu-cajazeiras encontrados na

literatura.
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Considerando o Padrdo de Identidade e Qualidade (P1Q) para polpa de caja
(BRASIL, 2000), espécie de mesmo género da umbu-cajazeira, todos os clones
atenderam aos requisitos basicos indicados para processamento de polpa do fruto,
com pH minimo de 2,2, acidez titulavel acima de 0,90 g/100 g de &cido citrico,
solidos sollveis acima de 9,5 °Brix e relacdo solidos soltveis/acidez titulavel acima
de 10,0, indicando a possibilidade de selecdo de clones para a maioria das variaveis,
com excec¢do da vitamina C, massa da casca e massa do carogo. A Tabela 4 apresenta
informac6es referente a qualidade de frutos tanto para consumo in natura quanto para

0 processamento de polpa.

Tabela 4— Referéncia para qualidade de frutos de umbu-cajazeira (Spondias sp.) para
consumo in natura e para processamento de polpa. Mossor6/RN, 2014.

Qualidade de fruto

In natura Processamento de polpa
PH alto entre 2,2 >x <3,5
ATT baixa > 0,90 g/100g de acido citrico
SST alto > 9,5 °Brix
SST/ATT alto > 10,0
RP - > 50%
DL/DT Frutos arredondados Frutos arredondados

O clone Serra do Mel foi o primeiro no ordenamento das caracteristicas DT,
MF, MP, ATT e VITC. Vale ressaltar que para outras caracteristicas como relacdo
DL/DT, pH, IT e RP, Serra do Mel também obteve boa colocagdo. Apresentou maior
teor de vitamina C, maior tamanho e peso de frutos, podendo ser explorado tanto
para processamento de frutos quanto para o consumo in natura. Manifestou, ainda,
baixa acidez, pH 2,6, SST 16,14 oBrix, IT 11,7 e RP 72,87%.

O clone Agu demonstrou selegdo para as caracteristicas de relagdo DL/DT
proxima de 1 indicando frutos arredondados, IT correspondente a 12,25 e RP igual
a 74,2%, caracteristicas estas voltadas principalmente para o processamento da

polpa. Mesmo o clone Ipanguacgu tendo apresentado a melhor relagcdo SST/ATT, o
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clone Carnaubais demonstrou ser superior a este em relagdo as demais caracteristicas
para consumo in natura como MF (18,6 g), DL (32,7 mm) e DT (31,1 mm). O clone
Alto do Rodrigues pode ser recomendado para o consumo in natura devido ao
elevado teor de SST (74,4%). Estes clones se destacaram por possuir frutos com
elevado potencial de producéo de polpa, podendo atender ao consumo in natura e/ou
ao beneficiamento de agroindustrias locais, possibilitando aumento da renda familiar
potiguar, com consequente permanéncia do homem no campo.

O clone Parelhas demonstrou inferioridade em relacdo aos demais, com
menor tamanho e massa de frutos, bem como menor teor de SST, baixo IT e menor
relacdo SST/ATT. Com base nestas caracteristicas, este clone poderia ser descartado
de um programa de melhoramento genético ja nas fases iniciais, por ndo apresentar
caracteristicas favoraveis a selegéo.

Por ser uma espécie pouco conhecida na fruticultura brasileira, deve-se
investir em um melhoramento genético que vise incrementar a qualidade e agregar
valor aos frutos de umbu-cajazeira produzidos no Nordeste brasileiro, reunindo
caracteristicas como resisténcia a pragas e doencas, aumento do conteudo e
composicdo de sélidos soliveis e aumento da produtividade, contribuindo para a

aceitabilidade e competitividade do produto no cenario nacional.
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4

CONCLUSOES

A metodologia REML/BLUP foi eficiente para classificar e ordenar
corretamente os clones.

Pela anélise de modelos mistos, o clone Serra do Mel destacou-se dos demais
em todas as variaveis de qualidade de fruto, podendo ser utilizado tanto para
processamento de polpa quanto para consumo in natura.

Os clones Carnaubais, Alto do Rodrigues, Ipanguacu e Agu tém potencial
para utilizacdo no processamento de polpa e/ou no consumo.

O clone Parelhas ndo apresentou frutos com caracteristicas favoraveis ao seu

uso, tanto no processamento de polpa €OmMo nOo consumo in natura.
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_ CAPITULOII
CARACTERIZAGAO MORFOLOGICA E MOLECULAR DE
CLONES DE UMBU-CAJAZEIRA

RESUMO

YAMAMOTO, Euriann Lopes Marques. Caracterizagdo morfoldgica e molecular
de clones de umbu-cajazeira. 2014. 48 p. Dissertagdo (Mestrado em Agronomia:
Fitotecnia/Melhoramento Genético) — Universidade Federal Rural do Semi-Arido,
Mossor6-RN, 2014.

A umbu-cajazeira (Spondias sp.) é uma espécie nativa do Nordeste brasileiro ainda
em estado de domesticacdo, que apresenta acentuada variabilidade genética para
variaveis de frutos. O objetivo deste trabalho foi avaliar 18 gendtipos de umbu-
cajazeira de um assentamento e de duas comunidades rurais localizadas nos
municipios de Mossoré e Apodi, por meio da caracterizacdo molecular pelos
marcadores ISSR e RAPD e morfoldgica, buscando identificar individuos com
atributos superiores para processamento de frutos e/ou consumo in natura. Na
caracterizacdo morfoldgica foram analisados: didmetro longitudinal, didmetro
transversal, relacdo didmetro longitudinal/didmetro transversal, massa média de
frutos, polpa, casca e carogo, acidez titulavel, pH, s6lidos solaveis, vitamina C,
relacdo solidos solUveis/acidez titulavel, indice tecnoldgico e rendimento de polpa.
Foi constatada elevada variabilidade entre os gendtipos. Pela analise de componentes
principais os trés primeiros componentes explicaram 86,7% de toda a variacdo
existente. As variaveis que mais contribuiram para separacdo dos agrupamentos dos
gendtipos pelo método UPGMA foram: rendimento de polpa, relagdo SST/ATT e
massa média do fruto. Os genétipos JZ5, JZ6 e MA6 podem ser recomendados para
processamento de polpa e os genotipos JZ1, JZ2, JZ3 e JZ6 sdo ideais para o
consumo in natura. Para as analises moleculares, o DNA foi extraido de folhas de
umbu-cajazeiras pelo protocolo Doyle & Doyle modificado. Apds triagem, foram
selecionados 19 iniciadores polimorficos para ISSR e 17 para RAPD. A deteccédo de
fragmentos foi realizada em gel de agarose na concentracdo de 2,5% para ISSR e
1,0% para RAPD, corado com brometo de etideo e fotografados sob luz ultravioleta.
Pela técnica ISSR foi produzido um total de 144 fragmentos com cerca de 3,37
fragmentos polimoérficos por iniciador e polimorfismo de 42,5%. Por meio do
marcador RAPD foram detectados 143 fragmentos com 2,1 fragmentos polimoérficos
por iniciador e polimorfismo de 25,4%. Ambos os marcadores moleculares
detectaram baixo polimorfismo com alta correlacdo cofenética. A quantidade de
grupos formados pelos agrupamentos foi pequena, evidenciando maior variabilidade
entre populacdes. O marcador ISSR gerou maior polimorfismo entre os genoétipos.
Entretanto, o0 marcador RAPD produziu um agrupamento mais consistente dos
genotipos, concordando com a distribui¢do geogréfica.

Palavras-chave: Spondias sp., recursos genéticos, ISSR, RAPD.
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CHAPTER 11

MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF
CLONES UMBU-CAJAZEIRA

ABSTRACT

YAMAMOTO, Euriann Lopes Marques. Morphological and characterization of
clones umbu-cajazeira, 2014. 48 p. Dissertation (Master in Plant Science-Plant
Breeding) — Federal Universyt of Semi-Arid, Mossor6/RN, 2014.

The umbu-cajazeira (Spondias sp.) is a native of Northeastern Brazil still in a state
of domestication that has marked genetic variability for variables fruits. The
objective of this study was to evaluate 18 genotypes umbu-cajazeira a settlement and
two rural communities located in the town of Mossor6 and Apodi, through molecular
characterization by RAPD and ISSR markers and morphological, seeking to identify
individuals with superior attributes for processing fruits and or consumption in
nature. In morphological characterization were analyzed longitudinal diameter,
transverse diameter, diameter longitudinal/transverse diameter, average weight of
fruits, pulp, peel and bark, acidity, pH, soluble solid, vitamin C, soluble solid
relationships acidity, technological index and pulp yield. High variability was
observed among genotypes. By principal component analysis the first three
components explained 86.7% of all existing variation. The variables that contributed
most to the separation of groups of genotypes by UPGMA method were: pulp yield,
SST/ATT and fruit mass. The JZ5, JZ6 and MAG6 genotypes can be recommended
for pulp processing and JZ1, JZ2, JZ3 and JZ6 genotypes and are ideal for fresh
consumption. For molecular analyses, DNA was extracted from leaves of umbu-
cajazeira by Doyle & Doyle modified protocol. After drawing polymorphic 19 ISSR
primers were selected and 17 for RAPD. The dectation of fragments was performed
on an agarose gel at a concentration of 2.5% to ISSR and 1,0% for RAPD, stained
with ethidium bromide and photographed under ultraviolet light. By the technique
ISSR was produced a total of 144 fragments with about 3.37 polymorphic fragments
by primer and polymorphism 42,5%. Through the 143 RAPD marker fragments were
detected with 2.1 polymorphic fragments per primer and polymorphism of
25.4%.Both low molecular markers detected polymorphism with high cophenetic
correlation. The amount of groups formed by clusters was small, showing greater
variability among populations. The ISSR marker generated higher polymorphism
between genotypes. However, the RAPD marker produced a more consistent
grouping of genotypes, agreeing with geographical distribution.

Keywords: Spondias sp., genetic resources, ISSR, RAPD.
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1 INTRODUCAO

A umbu-cajazeira (Spondias sp.) é uma fruteira tropical de ampla
distribuicdo no Nordeste brasileiro, que apresenta consideravel variabilidade
genética e morfoldgica (SANTOS, 2009; NORONHA et al., 2000). Possui frutos
caracterizados por sabor agradavel e elevada qualidade, podendo ser consumidos na
forma in natura ou processada. Conforme afirmam Lima et al. (2002), os frutos de
umbu-caja apresentam rendimento médio de 55% a 65% de polpa, podendo ser
utilizados para producédo de sucos, néctares, geleias e sorvetes.

A comercializacdo de polpa de frutas é uma atividade agroindustrial que gera
boa rentabilidade, pois possibilita o aproveitamento do excesso de frutas da safra,
podendo ocorrer na entressafra. A fruticultura no pais tem crescido gragas a producao
de polpas congeladas em pequenas fabricas, fundadas a partir de cooperativas de
produtores e assentados rurais, com o intuito de melhorar a renda dos pequenos
produtores (MORORO, 2000).

A umbu-cajazeira é uma planta altamente prolifica em suas regides de
ocorréncia natural. Para que o umbu-caja atinja outros mercados, € ndo apenas
mercados regionais, Lederman et al. (2008) sugerem a criagdo de mecanismos de
incentivo as cadeias produtivas ja existentes em algumas regides.

Assentamentos e comunidades rurais, com areas de plantio com frutiferas
nativas, dependem da comercializa¢do do produto e do subproduto dessas plantas
para obtencdo de recursos financeiros, possibilitando a permanéncia dessas familias
nessas localidades. Todavia, pequenos produtores, devido a falta de instrugdo ou de
oportunidade, tém limitaces ao acesso da tecnologia de produgéo de frutiferas com
qualidade, carecendo de apoio governamental e ndo-governamental para
comercializacdo e agregacdo de valor aos frutos produzidos (OLIVEIRA et al.,
2013).

A caracterizacdo de genotipos pode ser realizada de diferentes maneiras, a
depender do objeto de estudo. A caracterizagdo pode incluir o uso de descritores

morfoldgicos e agronémicos ou ferramentas bioguimicas e marcadores moleculares.
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Qualquer tipo de caracterizacdo, seja quantitativa ou qualitativa, contribui para a
quantificacdo da variabilidade em maior ou menor propor¢do (MOURA, 2003).

A etapa de caracterizacdo de germoplasma é fundamental em programas de
melhoramento genético, porém necessita de maior custeio, por demandar tempo e
mao de obra para a realizacdo das avaliages. Entretanto, a identificacdo prévia de
individuos permite a deteccdo de gendtipos em duplicata e o conhecimento de
caracteristicas morfoldgicas relacionadas a atributos de producéo e a qualidade de
frutos, possibilitando a eliminacéo de plantas que pouco contribuem para a melhoria
de aspectos fenotipicos ou genotipicos de interesse (VALLS, 2007; CRUZ;
REGAZZI, 2001).

O uso de marcadores moleculares em estudos de diversidade genética tem
facilitado pesquisas com plantas perenes. Com o objetivo de preservacao de espécies
economicamente importantes, os marcadores sdo Uteis na deteccdo de populacdes
caracterizadas por apresentar diversos graus de variabilidade genética, requerendo
diferentes estratégias para conservagdo in situ ou ex situ (NEWTON et al., 1999).
Por outro lado, se o objetivo for a domesticacdo de espécies, os marcadores
moleculares podem auxiliar na determinacdo de programas de coleta visando a
selecdo de apenas uma amostra da variabilidade de interesse para o melhorista
(BOREM, 1998).

Os marcadores moleculares ISSR e RAPD sdo dominantes e se baseiam em
uma Reacdo de Polimerase em Cadeia (PCR) amplificando segmentos de DNA com
apenas uma Unica sequéncia de nucleotideos. A vantagem de se utilizar dois
marcadores moleculares para analises deve-se ao fato de que diferentes regies do
genoma da espécie serdo amostradas (RUSSEL et al., 1997; DAVILA et al., 1999).

Este trabalho tem por objetivo avaliar 18 gendtipos de umbu-cajazeira com
base em caracterizagdo morfologica e molecular, buscando identificar individuos
com atributos agronémicos superiores para processamento de frutos e/ou consumo

in natura.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL GENETICO

Dezoito gendtipos identificados nos municipios de Apodi e Mossoro, da
microrregido do Oeste Potiguar, foram utilizados nas analises morfoldgicas e
moleculares, a saber: ML1, ML2, ML3, ML4, ML5 e ML6, do Assentamento Moacir
Lucena, localizado a oeste do municipio de Apodi (entre as coordenadas geograficas
5°54’ latitude sul e 37°89’longitude oeste); JZ1, JZ2, JZ3, JZ4, JZ5 e JZ6, da
Comunidade Rural Juazeiro Il, localizada a leste do municipio de Apodi (5°63’
latitude sul e 37°76’ longitude oeste) e os genoétipos MAL, MA2, MA3, MA4, MA5
e MAG6 da Comunidade Rural Coqueiro, situada na zona rural do municipio de
Mossor6 (5°02° latitude sul e 37°45’longitude oeste) (Tabela 1).

O periodo de execucdo desta pesquisa foi compreendido entre dezembro de
2012 e dezembro de 2013. A Figura 1 mostra a localizac¢do dos pontos de coletas dos

gendtipos de umbu-cajazeira nos dois municipios do Oeste Potiguar.
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Tabela 1 — Nomes e localizagdo de 18 gen6tipos de umbu-cajazeira (Spondias sp.)
nos municipios de Apodi e Mossord, da microrregido do Oeste Potiguar.
Mossor6/RN, 2014.

NUmero Gen6tipo Local Procedéncia (RN)
1 JZ1  Comunidade rural Juazeiro Il Apodi
2 JZ2  Comunidade rural Juazeiro Il Apodi
3 JZ3  Comunidade rural Juazeiro Il Apodi
4 JZ4  Comunidade rural Juazeiro Il Apodi
5 JZ5  Comunidade rural Juazeiro Il Apodi
6 JZ6  Comunidade rural Juazeiro Il Apodi
7 ML1  Assentamento Moacir Lucena Apodi
8 ML2  Assentamento Moacir Lucena Apodi
9 ML3  Assentamento Moacir Lucena Apodi
10 ML4  Assentamento Moacir Lucena Apodi
11 ML5  Assentamento Moacir Lucena Apodi
12 ML6  Assentamento Moacir Lucena Apodi
13 MAL1  Comunidade rural Coqueiro Mossoré
14 MA2  Comunidade rural Coqueiro Mossoré
15 MA3  Comunidade rural Coqueiro Mossoré
16 MA4  Comunidade rural Coqueiro Mossoré
17 MAS5  Comunidade rural Coqueiro Mossoré
18 MA6  Comunidade rural Coqueiro Mossord

Fonte: Dados da pesquisa
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Figura 1- Local de coleta dos 18 gendtipos de umbu-cajazeira (Spondias sp.) nos
municipios de Apodi e Mossor6, da microrregido do Oeste Potiguar. Mossor6/RN,
2014.

2.2 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA

2.2.1 Caracteres avaliados

Foram coletados 20 frutos de cada uma das 18 umbu-cajazeiras analisadas.
As colheitas foram realizadas na parte da manhd, compreendendo apenas frutos
integros e no mesmo grau de maturacdo, caidos ao chéo, sob a copa das arvores. As
analises morfolégicas foram realizadas no Laboratério de Pos-colheita da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA). Para caracterizacio fisica
dos frutos avaliou-se:
— Diametro longitudinal (DL) e didametro transversal (DT): medicédo de 20 frutos
com auxilio de paquimetro digital, expressa em milimetros;
— Relacdo DL/DT;
— Massa média de frutos (MMF): obtida pelo quociente entre o peso total de 20

frutos e a quantidade total de frutos, expressa em gramas;
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Massa média da polpa (MMP): obtida pela divisdo do peso total da polpa de
20 frutos e a quantidade total de polpa, expressa em gramas;

Massa média da casca (MMC): pesagem da casca de frutos em balanca
semianalitica e obtida sua média em relacdo a 20 cascas, expressa em gramas;
Massa média do carogo (MMCR): pesagem do caroco de frutos em balanca
semi-analitica e obtida sua média em relagdo a 20 carogos, expressa em

gramas.

Na caracterizacdo fisico-quimica dos frutos avaliou-se:
Acidez total titulavel (ATT): determinada por meio da diluicdo de uma grama
da polpa para 49 ml de agua destilada. Adicionaram-se trés gotas de
fenolftaleina com posterior titulagdo com NaOH (0,1N) até a mudanca da cor
da solucdo para levemente résea, resultado expresso em porcentagem de acido
citrico;
pH: utilizou-se um pHmetro digital calibrado com solucéo de pH 4,0 e 7,0;
Solidos soluveis totais (SST): determinado pela analise de uma aliquota da
polpa em refratdmetro digital na temperatura de 23°C, expresso em °Brix;
Relagcdo SST/ATT: obtida pela relacdo direta dos valores de solidos sollveis
totais e acidez total titulavel.
Vitamina C (VITC): determinada a partir de cinco gramas da polpa diluida em
100 ml de &cido oxalico. Retirou-se uma aliquota de 5 ml completando o
volume com 45 ml de 4gua destilada para a titulacdo com solucédo de Tillman
refrigerada, em duplicata, conforme Strohecker e Henning (1967). Resultado

expresso em miligramas de &cido ascorbico/100 ml de polpa.

Outras analises realizadas foram:
Rendimento de polpa (RP): divisdo entre a massa média da polpa pela massa
média do fruto, expresso em porcentagem;
Indice tecnoldgico (1T): resultante da divisdo entre o porcentual de polpa e o

porcentual de SST.
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2.2.2  Andlises estatisticas

Foram estimadas médias, desvio-padrdo e coeficiente de variacdo das
caracteristicas avaliadas. Utilizou-se o programa BioEstat 5.0 (AYRES et al., 2007)
para o processamento das analises. As analises multivariadas foram feitas por meio
de técnicas de analise de agrupamento e analise de componentes principais.

Como medida de dissimilaridade foi utilizada a distancia euclidiana média
padronizada e para montagem do dendrograma utilizou-se 0 método hierarquico
aglomerativo da média aritmética entre pares ndao ponderados (UPGMA), que
permite verificar o grau de similaridade entre gendtipos ou grupos similares. As
analises de agrupamento foram realizadas pelo programa Genes (CRUZ, 2013) e a

analise de componentes principais efetuadas pelo programa BioEstat 5.0.

2.3 CARACTERIZACAO MOLECULAR

2.3.1 Extracdo de DNA

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Biotecnologia Vegetal da
UFERSA, no campus Mossord-RN.

Foram coletadas folhas jovens e sadias de plantas de umbu-cajazeira, as
quais, ap6s a coleta, foram armazenadas em sacos plasticos identificados, com
posterior condicionamento em caixa térmica. As extracdes do DNA vegetal foram
realizadas imediatamente apds a coleta das folhas no campo.

O protocolo de Doyle e Doyle (1990) foi adaptado para extracdo de DNA
segundo Yamamoto et al. (2013). A quantificagdo e a verificagdo da integridade das
extracdes de DNA foram realizadas por eletroforese com gel de agarose a 1,0% (p/v),
corado com brometo de etideo. As amostras foram diluidas em 50 uL de agua ultra-

pura e padronizadas a concentragdo de 10 ng/uL.
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2.3.2 Selecdo de iniciadores ISSR e RAPD, amplificacéo e eletroforese

Com objetivo de reduzir os custos nas analises moleculares foi feita uma pre-
selecédo a partir de 25 iniciadores ISSR (SANTANA et al., 2011) e 40 iniciadores
RAPD, utilizando dois DNAS contrastantes (JZ6 e ML6) de umbu-cajazeiras. Os
iniciadores que tiveram maior porcentagem de polimorfismo com a presenca de
fragmentos consistentes foram selecionados para o procedimento.

As reacbes de amplificacdo para ambos os marcadores moleculares foram
feitas num volume total de 12 uL, no qual os reagentes foram misturados em forma
de coquetel, separadamente do DNA. Cada reacdo continha 10 ng de DNA
genémico, 10 mM (pH 8,3) de Tris-HCI, 50 mM de KCI, 2,5 uM de MgCl;, 2 mM
de cada dNTP, 5 mM do iniciador RAPD e 0,2 uM do iniciador ISSR, 1 unidade de
Tag DNA polimerase e agua milliQ estéril para completar o volume da reagdo. Para
ambos os marcadores moleculares o programa de amplificacdo foi realizado num
termociclador da marca Perkin EImer modelo 9700. A cada reacdo foi aplicado 6leo
mineral para evitar a evaporacdo durante o processo de PCR.

O programa de amplificacdo variou conforme o tipo de marcador utilizado.
Para o marcador ISSR o programa de amplificacdo constou uma etapa a 94 °C por 4
minutos para desnaturacao inicial do DNA, seguida de 35 ciclos de amplificacao, os
quais possuiam: (1) desnaturacdo do DNA, 94 °C por 40 segundos; (2) anelamento
do iniciador variando a temperatura conforme o tipo do iniciador 48, 50 ou 52 °C por
40 segundos; (3) amplificacdo do DNA, 72°C por 1 minutos. Por fim, foi feita uma
extensdo final de 72 °C por 2 minutos. Ja para o0 marcador RAPD o programa de
amplificacdo constou de uma etapa a 94 °C por 5 minutos, seguida de 40 ciclos de
desnaturacdo a 94 °C por 30 segundos, anelamento de 35 °C por 1 minuto e

amplificacdo a 72 °C por 1 minuto, com extensao final de 72 °C por 7 minutos.
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2.3.3 Leitura dos dados moleculares e anlise estatistica

Os produtos de amplificacdo foram submetidos a eletroforese horizontal em
géis de agarose corados com brometo de etideo. A concentragdo dos géis de agarose
variou conforme o tipo de marcador, sendo 2,5% (p/v) para 0 marcador ISSR e 1%
(p/v) para o marcador RAPD. A corrida eletroforética foi realizada numa poténcia
constante de 120V por duas horas numa solu¢do de Tamp&o TBE 1x. Em seguida, 0
gel foi exposto a luz ultravioleta e fotografado com cémera digital. Os dados
moleculares foram obtidos a partir dos produtos de amplificacdo analisados pela
avaliacdo visual das bandas mais consistentes dos 18 gen6tipos analisados.

Uma matriz composta por dados binarios foi elaborada a partir da
visualizacdo dos géis de agarose, em que 0 nimero 1 correspondeu a presenca do
fragmento; o zero a auséncia e 0 nimero 2 aos dados perdidos em funcdo da nédo
amplificacdo de um fragmento num gendtipo para determinado iniciador.

Para interpretacdo das analises moleculares, utilizou-se o complemento do
coeficiente de similaridade de Jaccard, gerando uma estimativa de similaridade
genética entre os genoétipos. O coeficiente de Jaccard é definido pela seguinte

formula:
S a
U atbtc

Em que:

Sij - € a similaridade genética entre o par de cultivares i e j.

a—éa presenca da banda em ambas as populagdes (nimero de contagens de
concordancia do tipo 1 1),

b - presenca da banda no genotipo i e auséncia em j (nimero de discordancia
do tipo 1 0),

C - auséncia da banda em i e presenca em j (nimero de contagens de

discordancia do tipo 0 1).

As similaridades resultantes deste coeficiente foram transformadas em

medidas de distancia genética pela seguinte expressdo: dgij = 1- sij. O coeficiente
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de Jaccard foi escolhido por considerar a auséncia de fragmentos como sinénimo de
similaridade genética (CRUZ; CARNEIRO, 2003).

Para a construcdo do dendrograma foi utilizado o método hierarquico
UPGMA a partir da matriz de dissimilaridade gerada pelo coeficiente de Jaccard
(CRUZ et al., 2004). A confirmacdo da formacéo dos grupos foi testada pelo calculo
do Coeficiente de Correlacdo Cofenética (CCC), que tem como funcéo correlacionar
a matriz de dissimilaridade (matriz fenética) com a matriz de valores cofenéticos.
Quanto maior o valor de CCC, mais consistente se torna o agrupamento. Um valor
de CCC menor que 0,7 indica inadequacdo do método de agrupamento (BUSSAD et
al., 1990). Foi efetuada a analise de reamostragem para verificar a consisténcia das
bifurcagdes entre os grupos formados.

O recurso computacional utilizado foi o Programa Genes, com a construcao
do dendrograma originado pelo método UPGMA juntamente com a correlacéo
cofenética (CRUZ, 2013).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ANALISES MORFOLOGICAS

As plantas de umbu-cajazeira consideradas neste trabalho encontram-se em
locais com diferentes condi¢des climaticas e seu cultivo deu-se com a realizacédo ou
nao de podas, uso ou ndo de irrigacao, além de estarem em diferentes tipos de solo e
de topografia. As Tabelas 2 apresentam as médias obtidas para todas as 14 variaveis
analisadas e a estatistica descritiva correspondente.

Os coeficientes de variacao foram distribuidos num intervalo de 3% (relacédo
DL/DT) a 31,38% (MMCR), confirmando por meio desses valores a existéncia de
variabilidade fenotipica para a maioria das variaveis avaliadas. Analisando uma
populagdo composta por 30 genétipos de umbu-cajazeira, Santos (2010) encontrou
variacao entre 7,18% (diametro transversal) a 33,63% (rendimento de polpa). Lima
(2012), analisando 10 gendtipos de umbu-cajazeira, observou variacao entre 4,23%
a 26,72% para as variaveis didametro transversal e massa do carogo, respectivamente.

Quanto a variabilidade para o carater tamanho de fruto de umbu-cajazeira,
segundo o International Board for Plant Genetic Resources (IBPGR), os frutos
podem ser classificados como: pequeno (inferior a 35 mm), médio (entre 35 e 40
mm) e grande (superior a 40 mm) (IBPGR, 1980). Em relacdo ao tamanho do fruto,
a variavel DL apresentou valores entre 23,17 e 31,09 mm e DT variou de 20,59 e
28,83 mm. Os gendtipos MA4 e MA5 destacaram-se por manifestar os maiores
tamanhos de fruto. Enguanto que os genétipos JZ2, JZ4 e MA2 apresentaram 0S
menores valores para tamanho de fruto. Os frutos analisados neste trabalho foram

classificados como pequenos (<35 mm).
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Tabela 2 — Variaveis fisicas de frutos de 18 gen6tipos de umbu-cajazeira (Spondias sp.). Variaveis: didmetro longitudinal (DL) e didmetro
transversal (DT) do fruto, em mm, relacdo DL/DT, massa média do fruto (MMF), massa média da polpa (MMP), massa média da casca
(MMC) e massa média do caroco (MMCR), em gramas, acidez total titulavel (ATT), em % &cido citrico, sélidos sollveis totais (SST), em
oBrix, pH, relacdo SST/ATT, vitamina C, em mg/100g polpa; indice tecnoldgico (IT), em %; e rendimento de polpa (RP), em %.
Mossor6/RN, 2014.

GEN. DL DT DL/DT MMF MMP MMC MMCR ATT  pH SST  VITC SST/ATT IT RP
JZ1 26,03 23,02 1,14 8,85 6,00 1,50 1,50 0,79 3,21 14,45 9,26 18,40 9,88 67,8
JZ2 23,17 20,59 1,14 6,75 4,50 1,00 1,00 0,80 3,15 15,75 9,26 19,61 10,62 66,7
JZ3 27,23 24,69 1,11 10,25 7,00 2,00 1,50 0,93 3,17 15,40 9,26 16,52 10,52 68,3
JZ4 24,08 21,83 1,14 7,50 5,00 1,50 1,00 0,96 3,07 16,00 9,26 16,75 10,99 66,7
JZ5 26,61 23,65 1,10 9,25 7,00 1,50 1,50 1,12 3,12 16,00 9,26 17,97 11,68 75,7
JZ6 28,15 25,19 1,12 10,75 8,00 1,00 1,50 0,95 3,27 16,00 9,26 16,87 11653 744

ML1 27,80 24,82 1,11 11,50 7,00 2,50 2,00 1,50 2,65 1365 9,50 9,08 8,25 60,9
ML2 25,62 24,28 1,07 9,45 6,00 2,00 1,50 1,48 251 1325 9,50 8,94 8,13 63,5
ML3 26,96 24,36 1,08 10,50 6,50 2,50 1,50 1,50 261 1255 7,65 8,37 7,71 61,9
ML4 27,40 25,81 1,06 11,00 7,00 2,50 1,50 1,24 2,85 11,60 9,50 9,34 7,17 63,6
ML5 28,46 26,10 1,09 12,00 7,00 3,00 2,00 1,60 260 13,30 9,50 8,32 7,76 58,3
ML6 27,82 26,05 1,09 11,50 7,00 2,50 2,00 1,48 262 1395 7,65 9,45 8,36 60,9
MA1 25,07 23,53 1,05 9,00 5,00 2,00 1,50 0,96 2,62 1250 9,50 13,05 7,15 55,6
MA2 24,85 21,60 1,15 7,50 4,00 1,50 1,50 1,08 2,85 10,10 9,50 9,35 5,64 53,3

MA3 28,48 26,03 1,10 13,00 9,00 2,00 2,00 1,14 2,80 15,00 9,50 13,20 10,21 69,2
MA4 31,05 28,83 1,09 16,00 10,50 2,50 3,00 1,27 295 1345 9,50 10,58 8,91 65,6

MAS 31,09 28,69 1,10 16,00 11,00 2,50 3,00 1,12 323 13,10 9,26 11,67 9,04 68,8
MAG 27,11 26,43 1,03 12,00 9,00 1,50 2,00 1,04 3,10 1385 9,26 13,31 10,10 75,0
Minimo 232 20,6 1,0 6,8 4,0 1,0 1,0 0,8 2,5 10,1 7,7 8,3 5,6 53,3
Méaximo 31,1 28,8 1,2 16,0 11,0 3,0 3,0 1,6 3,3 16,0 9,5 19,6 11,7 75,7
Média 27,05 24,75 1,10 10,71 7,03 1,97 1,75 1,16 291 1388 9,19 12,82 9,09 6534

CV%  7,75% 8,94% 3,00% 24,02% 27,33% 29,45% 31,38% 22,00% 8,96% 11,80% 6,22%  30,54%  18,63% 9,64%




As medi¢Ges de comprimento e didmetro sdo importantes para frutos
destinados ao consumo in natura, tendo em vista que o tamanho interfere na escolha
do consumidor. Para industrias de processamento, dependendo do tamanho do fruto,
torna-se dificil o uso de despolpadeiras, comprometendo o rendimento da maquina,
gerando assim aumento nos custos de producéo.

Gondim et al. (2013), avaliando a qualidade de frutos de umbu-caja na
Paraiba, obtiveram valores para comprimento e diametro variando entre 36,9 e 44,9
mm e 30,4 e 36,1 mm, respectivamente. Carvalho et al. (2008), analisando 50
gendtipos de umbu-cajazeira na Bahia, apresentaram valores para comprimento de
31 a48 mm e largura de 26 a 38 mm. Santos (2010) constatou em suas analises frutos
de tamanho grande, com intervalo entre 28,5 e 48,5 mm (didmetro longitudinal) e
22,9 e 32,5 mm (diametro transversal). Analisando a caracterizacao fisica de frutos
de umbu-caja no Baixo Jaguaribe (CE) e em Acu-Mossor6, Noronha et al. (2000)
obtiveram valores de comprimento variando entre 28,9 e 29,6 mm e largura entre
29,1 e 29,6 mm. Os valores encontrados para a varidvel DL e DT neste trabalho estdo
de acordo com os valores verificados na literatura.

A relacdo DL/DT é uma variavel muito importante, pois permite a
classificacdo do fruto de acordo com seu formato. Assim, quanto mais proximo for
o valor de um, mais arredondado é o fruto (LIRA JUNIOR et al., 2005). O genétipo
MA®G obteve o menor valor (1,03) enquanto que o individuo MA2 obteve o maior
valor (1,15) para esta variavel. De acordo com o IBPGR (1980), a relacdo DL/DT é
classificada em: baixa (inferior a 1), média (valor maior 1 e menor que 1,5) ou alta
(superior a 1,5). Os frutos dos diferentes gendtipos expressaram classificacdo média
para a relagdo DL/DT, demonstrando serem frutos de formato arredondado.
Consequentemente, a variabilidade para este carater foi baixa. Indlstrias de
processamento de polpa possuem preferéncia por frutos mais arredondados, ja que
as operacdes de limpeza e despolpamento sdo facilitadas (CHITARRA;
CHITARRA, 2005; PINTO et al., 2003). Lima (2012) obteve valores para relagdo
DL/DT variando entre 1,25 e 1,44. Santos (2010) encontrou menores valores citados

na literatura para esta variavel, de 0,62 e 0,89.
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A variavel massa média de frutos (MMF) teve média de 10,71 g, com um
intervalo de variagdo entre 6,75 e 16,0 g. De acordo com Bosco et al. (1999), os
frutos de cajazeira podem ser classificados em: grande (massa superior a 15 g),
medio (entre 12 e 15 g) e pequeno (inferior a 12 g). Neste trabalho houve variagéo
quanto a massa de frutos para todos os gendtipos analisados, classificados em
pequeno (JZ1, JZ2, JZ3, JZ4, JZ5, JZ6, ML1, ML2, ML3, ML4, ML5, ML6, MAL,
MAZ2 e MAG), médio (MA3) e grande (MA4 e MAS).

A média (10,71 g) encontrada foi inferior a obtida por Carvalho et al. (2008)
em populagdes de umbu-cajazeira (19,8 g). Santana (2010) apresentou valores para
massa média de fruto de 22,5 g, com variacdo entre 15,5 e 30,7 g. Silva (2008),
analisando gen6tipos de umbu-cajazeira no estado do Ceard, obteve média geral de
14,51 g, com variacdo entre 11,1 e 17,76 g. Noronha et al. (2000) obteve valor médio
para fruto maduro de 13,24 g. A massa média de fruto é uma variavel importante
para 0 mercado consumidor de frutas frescas, pois frutos pesados séo mais atrativos
para o consumidor (SILVA, 2008).

De acordo com a classificacao proposta por Bosco et al. (1999), os frutos de
umbu-cajazeira deste trabalho, em sua maioria, sdo pequenos. Entretanto, vale
considerar que além da variavel MMF ser muito influenciada pelo ambiente, trata-
se de um carater cujo comportamento é inerente ao préprio gendtipo, gue apresenta
flexibilidade dentro dos limites tipicos de cada individuo, quando os frutos atingem
pleno desenvolvimento fisiolégico (CHITARRA; CHITARRA, 2005).

Para variavel a massa média de polpa (MMP), o intervalo de variacdo obtido
ficou entre 4,0 e 11,09, com média de 7,03 g. A variagdo para este carater foi elevada,
demonstrando grande diversidade entre os genétipos analisados. Os gen6tipos com
maiores valores de MMP foram: MA4 (10,5 g) e MA5 (11,0 g). Ja aqueles valores
menores foram: JZ1, JZ2, ML2, ML4 e MAZ2. Estes valores indicam a possibilidade
de selecdo dos genotipos JZ5 e JZ4, considerando a elevada quantidade de polpa
verificada em frutos destes, 0 que € interessante no processamento em agroindustrias.
Silva (2008) obteve intervalo de variagéo entre 9,28 e 14,99 g com média de 12,15
g. Carvalho et al. (2008) obtiveram média de 13,5 g com variacéo entre 6,5e 19,1 ¢

em gendtipos de umbu-cajazeira. Os frutos dos genétipos avaliados neste estudo
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possuem menor quantidade de polpa, por se tratarem de umbu-cajazeiras de
ocorréncia espontanea no Oeste Potiguar, e ndo de gendtipos submetidos a tratos
culturais adequados.

Com relacdo a massa média da casca (MMC), os valores obtidos em nivel
dos gendtipos analisados apresentaram média de 1,97 g. O gendtipo JZ2 manifestou
o menor valor (1,0 g) e o0 gendtipo ML5 o maior valor (3,0 g). Algumas industrias
de processamento de polpa de frutas consideram a casca como parte integrante da
polpa.

Considera-se, ainda, a necessidade de se selecionar gendtipos com menores
valores para MMC, pois durante o processo de despolpamento parte da polpa fica
ligada a casca, aumentando o volume de residuos gerados no processo. Esse residuo,
quando aproveitado corretamente, pode reduzir o impacto ambiental, servindo de
alimento para criagcdo de animais, em fungdo do potencial nutritivo da casca. O
aproveitamento de residuos pode reduzir os custos inclusos na criacdo animal e gerar
renda para industrias de processamento de polpa de frutas (VIEIRA, 2013).

Quanto a variavel massa média do carogo (MMCR), o intervalo de variacéo
esteve entre 1 e 3,0 g, com média de 1,75 g. Os genétipos JZ2 e JZ4 relacionaram-
se aos menores valores para MMCR e 0s genétipos MA4 e MA5 aos maiores valores.
Carvalho et al. (2008) encontraram variacdo entre 1,3 e 9,3 g, com média de 6,3 g,
superior ao valor encontrado neste trabalho. No entanto Santos et al. (2010),
obtiveram valor médio de 1,63 g. Gondim et al. (2013) ressaltam que esta variavel
esta relacionada com a massa de frutos. Quanto mais pesado o fruto, maior o
porcentual do carogo. Isso pode ser comprovado nos genotipos JZ4, JZ5, JZ6 e MAS.
O caréter de massa do caroco influencia diretamente o rendimento de polpa, estando
atrelado a qualidade do produto no processamento industrial (GONDIM et al., 2013).

Como ainda ndo existe legislacdo especifica para polpa de umbu-caja, os
valores relativos as caracteristicas e composigdo foram comparados ao Padrdo de
Identidade e Qualidade (PIQ) para polpa de caja, estabelecido pelo Ministério da
Agricultura e Abastecimento por meio da Instrucdo Normativa n°. 01, de 7 de janeiro

de 2000 (BRASIL, 2000) por possuir caracteristicas similares as da umbu-caja,
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espécie do mesmo género botanico e com ampla ocorréncia no Brasil (SOARES et
al., 2006).

Os valores relativos a acidez total titulavel (ATT) atingiram o minimo de
0,79% e 0 maximo de 1,6%, com média de 1,16%, indicando elevada variacéo entre
0s genotipos avaliados (Tabela 2). De acordo com o PIQ para caja, o valor minimo
para esta variavel deve ser de 0,90%. Assim, com exce¢do dos genotipos JZ1
(0,79%) e JZ2 (0,80%), todos os demais apresentaram valores para ATT acima do
recomendado para polpa de caja, significando que a umbu-cajazeira apresenta grande
potencial para industrializacdo de frutos. Valores semelhantes de ATT foram obtidos
por Santos et al. (2010), com 1,32%, e Silva (2008), com média de 1,13%, ambos
em polpa.

De acordo com Pinto et al. (2003), a partir de genétipos com frutos cujos
valores de ATT estejam acima de 1% ¢é possivel fazer selecdo de plantas de umbu-
cajazeira para agroindudstria e programas de melhoramento genético da espécie. De
acordo com as normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz (2008), o parametro acidez
deve ser considerado, pois permite a conservacdo de produtos alimenticios sem a
necessidade de adicdo de &cido citrico para conservacgao da polpa, artificio utilizado
para dificultar o desenvolvimento de microrganismos no processamento do néctar
(LIMA et al., 2002).

A média do potencial hidrogenidnico (pH) dos frutos analisados foi de 2,91,
com variagdo entre 2,51 para o gendtipo ML2 e 3,27 para 0 genétipo JZ6. De acordo
com o PIQ para caja, os valores encontrados estdo dentro do minimo aceito para
producdo da polpa de umbu-cajazeira (minimo de 2,2). Valores similares foram
encontrados por Santos et al. (2010) e Santana (2010), com média de 2,40 e 2,74,
respectivamente. Gondim et al. (2013) e Noronha et al. (2000) obtiveram valores
superiores para pH para genotipos de umbu-cajazeira na Paraiba (3,40). Outros
autores encontraram resultados semelhantes para pH em seus trabalhos
(SACRAMENTO; SOUZA, 2000; CARVALHO et al., 2008). Esta variavel se
relaciona & ATT, pois ambas indicam o estado de conservacéao de alimentos.

Valores elevados de pH (baixa acidez) sdo preferidos para o consumo in

natura, porém esse fato evidencia um problema para as industrias devido ao
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favorecimento das atividades enziméticas e desenvolvimento de microrganismos
(SANTOS et al., 2010), tornando-se necessario tratamento térmico sob pressdo para
eliminar o problema (JACKIX, 1988). Neste ponto, justifica-se 0 melhoramento
genético de umbu-cajazeira com a necessidade de selecdo de gendtipos tanto para
processamento de polpa quanto para producao e comercializacdo de frutos in natura.

O teor de soélidos sollveis totais (SST) variou entre 10,1 e 16,0 °Brix,
apresentando valor médio de 13,88 °Brix. Houve variacdo razoavel para este carater,
constatando-se variabilidade quanto ao teor de SST entre os genétipos testados. A
média geral para SST esta acima da encontrada por Noronha et al. (2000), com 11,04
°Brix, por Lira Janior et al. (2005), com 14,84 °Brix, por Carvalho et al. (2008), com
10,1 °Brix, por Santos (2010), com 10,7 °Brix e por Gondim et al. (2013) com média
de 11,86 °Brix.

O teor minimo exigido pela atual legislacdo para polpa de caja corresponde
a 9,50 °Brix. Todos os genotipos avaliados neste trabalho alcancaram valores acima
do teor minimo exigido pelo PIQ para caja, confirmando o potencial da umbu-
cajazeira para industrializacdo de frutos.

Os genotipos JZ4, JZ5 e JZ6 expressaram 0s maiores teores de SST (16,0
°Brix) e o gendtipo JZ2 o menor valor (10,1 °Brix). As plantas de umbu-cajazeira
deste trabalho foram avaliadas em periodo de seca prolongada, que atingiu varios
municipios do estado do Rio Grande do Norte.

Zanini et al. (1998) consideram que o déficit hidrico em citros, uma cultura
perene, leva a um aumento na concentracdo de sélidos sollveis no suco. Esse fato
nos leva a crer que as plantas de umbu-cajazeira podem ter sido muito influenciadas
pelas condi¢cBes naturais do ambiente, a par da possibilidade dos individuos
estudados serem geneticamente dotados de potencial para manifestacéo de elevados
niveis de SST. Sendo assim, serdo necessarios mais estudos com essas plantas,
submetidas &s mesmas condi¢des climaticas e tratos culturais, de maneira a conhecer
o real potencial desses genétipos.

A relagdo SST/ATT variou entre 8,32 e 19,61, com média de 12,82, cujo
menor valor foi relacionado ao genétipo ML5. Ja os maiores valores foram atribuidos
aos genotipos JZ2 (19,61), JZ1(18,4), JZ5 (17,97) e JZ6 (16,87). Analisando frutos
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maduros de umbu-cajazeiras, foi reportada variacao entre 9,97 e 13,75 (GONDIM et
al., 2013); 11,77 e 15,64 (VIEIRA, 2013); 4,59 e 10,75 (SANTOS, 2010) e 3,7 e
10,6 (CARVALHO et al., 2008). Conforme afirma Silva (2008), a relacdo SST/ATT
indica o indice de palatabilidade de determinado produto alimenticio, apresentando
o equilibrio entre os sabores doce e &cido. Quanto maior o valor obtido pelo
quociente SST/ATT, maior sera o grau de docura do produto. Dos 18 genétipos de
umbu-cajazeira analisados, ML1, ML2, ML3, ML4, ML5, ML6 e MA2 n&o
atingiram o nivel recomendado pelo PIQ para polpa de caja (minimo de 10,0). Ja os
gendtipos JZ1, JZ2, JZ3, JZ4, JZ5 e JZ6, apresentaram 0s maiores valores para a
relacdo SST/ATT.

Com base nesta variavel, o genétipo JZ2 poderia ser selecionado, por
apresentar a maior relacdo SST/ATT. Entretanto, os frutos deste gen6tipo possuem
menor tamanho e peso, ainda com baixo indice de acidez, o que o desqualifica para
0 processamento. Isso coloca os genotipos JZ3 e JZ6 como candidatos ao processo
de selecdo.

A relacdo SST/ATT esta entre as variaveis mais adequadas a avaliacdo do
sabor e do ponto de maturacao dos frutos (CHITARRA; CHITARRA, 2005; LIMA
et al., 2002). Tanto o mercado consumidor de frutas frescas quanto o de frutas
processadas tem preferéncia por frutos com alta relacdo SST/ATT (SANTANA,
2010).

Os teores de vitamina C (VITC) encontrados expressaram intervalo de
variacao entre 7,65 mg/100g (ML3 e ML6) e 9,5 mg/100g de &cido ascérbico (ML1,
ML2, ML4, ML5, MA1, MA2, MA3 e MA4), com média de 9,19 mg/100g de &cido
ascorbico. A variacdo para este carater foi reduzida tendo em vista que o teor de
vitamina C em polpa de umbu-caja é muito pequeno quando comparado ao de outras
frutas, alcancando no méximo 38,46 mg/100g (VIEIRA, 2013). Os valores obtidos
neste trabalho estdo na faixa encontrada por Santos (2010), 5,54 e 14,35 mg/100g,
Santos et al. (2010), com média de 8 mg/100mg e Carvalho et al. (2008), 3,8 ¢ 16,4
mg/100g.

A vitamina C é necessaria em diversos processos de funcionamento do

organismo humano. Promover a manutengdo da normalidade fisioldgica do corpo,
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participar de processos metabolicos fundamentais, no equilibrio dos horménios
sexuais e na defesa do organismo contra infecgdes e intoxicagdes, sdo algumas de
suas fungdes primordiais (SANT ANNA; RUSSO, 2013). Em adultos, a
recomendacdo para ingestdo diaria de &cido ascorbico é de 45 mg (BRASIL, 2005).
Neste caso, considerando os valores obtidos para vitamina C neste trabalho, o
consumo diério de um copo de suco de 300 ml, supriria cerca de 82% da necessidade
diaria para uma dieta balanceada.

De maneira geral, com exce¢do dos gendtipos ML3 e ML6, os demais
apresentaram elevados valores para VITC, contribuindo para reducdo de custo no
beneficiamento industrial, sem a necessidade de adi¢do de maior quantidade de acido
ascarbico no processo.

O percentual médio do indice tecnoldgico (IT) variou de 5,64%, para o
gen6tipo MA2, e 11,68%, para o gendtipo JZ5, com média de 9,09%. Vieira (2013)
apresentou média superior de 11,16% para IT. J& Santos et al. (2010) reportaram
valor médio de 6,97% e Pinto et al. (2003), analisando polpas de caja, manifestaram
valor médio de 5,5% de indice tecnoldgico. Frutos que apresentam maiores indices
de rendimento industrial sdo preferidos pela agroinddstria, pois tém maior
possibilidade de apresentar altos teores de solidos solGveis. Em frutas citricas e no
maracuja (Passiflora edulis Sims) este indice de qualidade auxilia no calculo para o
pagamento de caixas de frutas, apresentando-se como uma tendéncia crescente
adotada pelas agroinddstrias (SACRAMENTO et al., 2007). Os genétipos JZ5
(11,68) e JZ6 (11,53) destacaram-se com relacdo ao indice tecnoldgico, indicando
possibilidades de selecdo promissora para 0 melhoramento genético de umbu-
cajazeira no Rio Grande do Norte.

Relativamente ao rendimento de polpa (RP), o intervalo de variacdo foi de
53,3% e 72,7%, com valor médio de 65,34%. Os genétipos JZ5 (75,7%), JZ6
(74,4%) e MAG6 (75%) apresentaram os maiores valores para RP, indicando
favorével potencial de selegdo para estes gendtipos. Enquanto que os genotipos MA2
(53,3%), MAL (55,6%) e ML5 (58,3%) apresentaram 0s menores valores para esta

variavel.
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Os resultados de rendimento de polpa obtidos neste trabalho foram
superiores aos obtidos por Gondim et al. (2013), com média de 68,53% e por Santos
et al. (2010), de 69,7%. O rendimento de polpa indica o provavel potencial do fruto
para a industria alimenticia, principalmente de polpa e sucos, sendo este o principal
fator a ser considerado na aquisicdo da matéria-prima. Segundo Lira Janior et al.
(2005), a variavel RP esté entre os atributos relacionados & qualidade, especialmente
para frutos destinados a elaboracdo de produtos processados, cujo valor minimo
exigido pelas industrias é de 40%. Para a agroindustria, frutos com grande potencial
relacionam-se a individuos com rendimento acima da média (acima de 50%), sendo
necessario melhorar alguns aspectos quimicos inerentes aos genétipos, com vista ao
atendimento das exigéncias do mercado consumidor (PINTO et al., 2003; LIMA et
al., 2002).

Em comparacdo a massa média da polpa e rendimento de polpa, os frutos
dos gendtipos estudados apresentaram baixos valores para massa de polpa. Contudo,
avaliando todos os individuos, o rendimento superou 50%. Isso pode ser atribuido a
relacdo existente entre fruto, casca e caro¢o, na qual a casca e 0 carogo possuem
menor volume em relacdo a massa total do fruto.

A Tabela 3 apresenta os valores referentes ao coeficiente de correlacdo
fenotipica entre as 14 varidveis consideradas neste trabalho. Essas correlactes
lineares entre variaveis sdo muito informativas para trabalhos de melhoramento
genético de plantas, pois possibilitam predizer a influéncia da selecdo de um caréater
sobre a alteracdo da média do outro (FARIAS NETO et al., 2005), auxiliando ao
melhorista na identificacdo de variaveis que possam ser utilizadas para selecao

indireta.
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Tabela 3 — Coeficiente de correlacdo fenotipica entre 14 variaveis avaliadas em frutos de 18 gendtipos de umbu-cajazeira (Spondias sp.).
Mossor6/RN, 2014.

DL DT DL/DT MMF MMP MMC MMCR ATT pH SST VITC SST/ATT IT RP
DL 1
DT 0.95™ 1

DL/DT -0.31ns -0.54ns 1
MMF 0.96" 0977 -042ns 1
MMP 0.92" 0.92° -0.36ns 0.96™ 1
MMC 0.59" 0.63" -0.43ns 0.59° 0.34ns 1
MMCR 0.89" 0.89" -0.35ns 0.94™ 0.82° 0.70 1
ATT 0.39ns 0.42ns -0.37ns 0.38ns 0.16ns 0.81° 0.44ns 1
pH 0.04ns -0.05ns 0.38ns -0.00° 0.24ns -0.69° -0.19ns -0.78" 1
SST -0.09ns  -0.14ns 0.271ns -0.11ns 0.09ns -0.54" -0.33ns -0.39ns 0.52" 1
VITC -0.03ns -0.03ns 0.08ns 0.00ns 0.05ns -0.18ns 0.025ns -0.33ns 0.24ns 0.00ns 1
SST/ATT| -0.38ns -0.45ns 0.42ns -0.40ns -0.15ns -0.85" -0.56° -0.86" 0.78" 0.77° 0.20ns 1
IT -0.00° -0.05ns 0.22ns -0.02ns 0.23ns -0.64" -0.28ns -0.50" 0.70° 0.95" 0.07ns 0.817 1

RP 0.15ns  0.13ns 0.07ns 0.16ns 0.44ns -0.63" -0.12ns -0.54" 0.82° 0.75 0.12 0.72° 0917 1
Diametro longitudinal (DL) e diametro transversal (DT), em mm; relacdo DL/DT; massa média do fruto (MMF), massa média da polpa
(MMP), massa média da casca (MMP) e massa média do caroco (MMCR), em gramas, acidez total titulavel (ATT), em % acido citrico,
solidos sollveis totais (SST), em °Brix; potencial hidrogénionico (pH), relacdo SST/ATT; vitamina C, em mg/100g polpa; indice
tecnoldgico (IT), em % e rendimento de polpa (RP), em %.

“e”: Significativo a 1 e 5% de probabilidade pelo teste t.




A maioria das correlagdes mostrou-se ndo-significativa. Entretanto, algumas
varidveis demostraram estar fortemente relacionadas entre si. Como é o caso do DL
com DT (0,95), indicando que frutos compridos tendem a ter maior didmetro.
Correlagdes positivas e altamente significativas foram encontradas para DL e MF
(0,96), DT e MF (0,97) e MMF e MMCR (0,94), nas quais frutos considerados
grandes em tamanho tendem a ter maior massa, e frutos mais pesados tendem a ter
maior peso de carogo. Deve-se considerar o resultado da correlacdo apresentada
entre MF e RP, indicando que, independentemente da massa do fruto, o rendimento
de polpa pode ser menor ou maior. 1sso pode estar atrelado a quantidade da massa
da casca e da massa do caroco.

Lima et al.(2012) encontraram correlacdo entre as variaveis MF e RP (0,96)
e SST e IT (0,82), corroborando com os dados apresentados neste trabalho. Santos
(2009) detectou correlacdes positivas entre MF e MP (0,93) e DT e MF (0,90). Vale
ressaltar que a correlagdo se refere a uma associagdo numerica entre duas variaveis,
ndo implicando necessariamente em uma relacdo de causa-efeito. Neste caso, por
mais que duas variaveis estejam algebricamente relacionadas, ndo significa que
exista uma relacdo de funcionalidade entre elas. Existe forte indicativo de que a
selecdo de gendtipos com base nas variaveis diametro longitudinal e transversal do
fruto € ideal para selecdo de gendétipos promissores de umbu-cajazeira, visto que
nelas o efeito ambiental é menor que o verificado na massa do fruto.

Na Figura 2 observa-se o dendrograma de similaridade genética idealizado
pelo método UPGMA para os 18 gen6tipos de umbu-cajazeira estudados com base
nas 14 variaveis analisadas. A partir do ponto de corte de 0,33 da similaridade
genética no dendrograma gerado, observa-se a formacdo de quatro grupos
subdivididos em outros subgrupos. O Grupo I: constituido pelos genétipos JZ1, JZ2,
JZ3, JZ4, JZ5 e JZ6; o Grupo I1: compreendendo os genétipos ML1, ML2, ML3,
ML4, ML5, ML6 e MAL; o Grupo |11 formado pelos genétipos MA3, MA4, MA5
e MAG; e, por fim, o Grupo 1V: constituido pelo genétipo MAZ2.
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Figura 2— Dendrograma de dissimilaridade entre 18 genétipos de umbu-cajazeiras
(Spondias sp.) com base em 14 variaveis de frutos pelo método hierarquico
aglomerativo da média aritmética entre pares ndo ponderados (UPGMA) da distancia
euclidiana média padronizada. Valor cofenético: 0,80. Mossor6/RN, 2014.

No primeiro grupo foram reunidos todos os genétipos do Assentamento
Moacir Lucena mais o gen6tipo MAL, os quais obtiveram na caracterizacdo fisico-
quimica dos frutos a menor relacdo SST/ATT. Estes gendtipos, possivelmente,
foram agrupados por estarem sob as mesmas condi¢Bes edafoclimaticas,
expressando valores semelhantes para a maioria das varidveis analisadas, com
excecdo do MAL.

O grupo Il reuniu quatro dos seis genétipos de umbu-cajazeira da
comunidade rural Coqueiro, visivelmente mais préximos em termos geograficos do
gue os demais gendtipos desta mesma regido alocados nos grupos | e IV. Quanto as
varidveis fisicas de frutos, este grupo reuniu individuos que tiveram os maiores
valores para DL, DT, MMF, MMP, MMCr e ATT analisados neste estudo.
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O grupo Il ficou caracterizado por conter todos os individuos da
comunidade rural Juazeiro 1. Este grupo englobou os genétipos com maiores valores
para IT e RP.

Por fim, o grupo 1V foi composto apenas pelo gen6tipo MA2, que apresentou
menor tamanho e massa média de frutos e menores valores de SST, IT e RP. Este
individuo deve ter ficado excluido dos demais devido ao fato de possuir
caracteristicas fenotipicas diferentes.

Conforme também relatado por Carvalho et al. (2008), a umbu-cajazeira é
uma espécie que se propaga tradicionalmente por via assexuada, indicando que
gendtipos localizados em regides circunvizinhas possuem a tendéncia de se
assemelharem entre si, justificando, possivelmente, o que ocorreu com os genotipos
do Assentamento Moacir Lucena, comunidade rural Juazeiro Il e Coqueiro.
Entretanto, essa mesma situacdo ndo ocorreu entre os individuos MA1 e MA2, ndo
apenas devido a causas ambientais, mas a provavel ocorréncia de reproducéo
sexuada ou mutacbes naturais (SOUZA et al.,, 2006; SANTOS et al.,, 1999;
GIACOMETTI, 1993).

Na andlise da distancia euclidiana média padronizada, as variaveis que mais
contribuiram para a separacao entre os grupos foram: RP (42,1%), relagdo SST/ATT
(21,28%), MMF (9,49%), DL (6,11%) e DT (6,8%) e as variaveis que menos
contribuiram foram: relacdo DL/DT, MMC, MMCR, ATT, pH e VITC (Tabela 5).

92



Tabela 4 — Contribuicdo relativa das 14 variaveis para divergéncia de 18 gendtipos
de umbu-cajazeira (Spondias sp.) pela distancia euclidiana média padronizada.
Variaveis: diametro longitudinal (DL) e diametro transversal (DT) do fruto, relacdo
DL/DT, massa média do fruto (MMF), massa média da polpa (MMP), massa média
da casca (MMC) e massa média do caroco (MMCR), acidez total titulavel (ATT),
solidos sollveis totais (SST), pH, relacdo SST/ATT, vitamina C, indice tecnoldgico
(IT) e rendimento de polpa (RP), Mossor6/RN, 2014. Mossor6/RN, 2014.

Variavel S.j. Contribuicao relativa (%)
DL 1347,619 6,112
DT 1499,425 6,801

DL/DT 0,319626 0,001
MMF 2093,3 9,494
MMP 1115,01 5,057
MMC 96,56 0,438

MMCR 71,3 0,323
ATT  20,13504 0,091

pH 20,8044 0,094
SST 821,07 3,724
VITC 99,12 0,450
SST/ATT 4692,386 21,282
IT 876,9174 3,977

RP 9294,544 42,155

S.j.: valor estimado da estatistica Singh (1981)

A analise de componentes principais (ACP) demonstrou que os trés
primeiros componentes explicaram 86,7% da variacdo total disponivel. O primeiro
componente foi responsavel por 47,27%, o segundo componente ficou com 30,77%
e o terceiro com 8,63% da variagdo. Segundo Cruz e Regazzi (2001), quando se
obtém acima de 80% da varia¢do em dois ou trés componentes é possivel fazer uma
analise de agrupamento dos gendtipos em gréaficos de dispersdo tridimensional
(Figura 3).
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Figura 3— Gréfico da classificacdo dos 18 gendtipos de umbu-cajazeira (Spondias
sp.) baseado nos escores dos trés primeiros componentes principais (CP1, CP2 e
CP3). Mossor6/RN, 2014.
Em comparacdo, a analise de agrupamentos pelo método UPGMA e a
analise de componentes principais demonstraram estar em concordancia na
estimacao da similaridade genética entre gendtipos de umbu-cajazeira, promovendo

a formac&o de quatros grupos distintos.
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3.2 ANALISES MOLECULARES

3.2.1 Marcador molecular ISSR

Dos 25 iniciadores ISSR testados do trabalho de Santana et al. (2011), 19
apresentaram resultado adequado com a producdo de fragmentos consistentes, perfil
de amplificagdo satisfatorio e intensidade variavel. Fragmentos inespecificos foram
descartados. A Figura 4 ilustra o padrdo eletroforético dos 18 gendtipos de umbu-
cajazeira com o marcador molecular ISSR (TriCGA3’RC).

Figura 4— Padréo eletroforético de 18 gendtipos de umbu-cajazeira (Spondias sp.)
obtido pelo marcador molecular Inter Simple Sequence Repeat (ISSR)
(TriCGA3’RC); 1: ML1; 2: ML2; 3: ML3; 4: ML4; 5: ML5; 6: ML6; 7: MAL, 8:
MAZ2; 9: MA3; 10: MA4; 11: MA5; 12: MAG6; 13: JZ1; 14: JZ2; 15: JZ3; 16: JZ4;
17:JZ5; 18: JZ6. Mossor6/RN, 2014.

O numero de fragmentos gerados foi de 144, com a obtencdo de 64
fragmentos polimorficos e 80 monomorficos. O ndmero de fragmentos por iniciador
variou entre 4 e 11, com média de 3,37 fragmentos polimoérficos. Os nimeros de
fragmentos gerados por meio de 19 iniciadores ISSR foi considerado suficiente para
deteccdo da variabilidade genética existente entre genétipos de umbu-cajazeira.

A validagdo dos iniciadores ISSR para umbu-cajazeira permitem a
caracterizacdo de gendtipos e estudos mais aprofundados sobre questdes de
estruturas de populagdes, com o objetivo de aprimorar 0 uso de umbu-cajazeiras,
com consequente melhoramento genético da espécie. A Tabela 5 contém os nomes
dos iniciadores escolhidos, suas respectivas sequéncias e o nimero de fragmentos

produzidos nas andlises moleculares.
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Foi constatada baixa variabilidade entre os genétipos de umbu-cajazeira dos
trés locais analisados, indicando pequena variagdo genotipica. Esse resultado é
esperado pois, de acordo com Reis e Grattapaglia (2004), a variabilidade dentro de
uma populacdo é menor do que entre populacdes. Ainda assim, € possivel a selecao

de clones promissores para futuros trabalhos de melhoramento genético.

Tabela 5 — Iniciadores Inter Simple Sequence Repeats (ISSR) selecionados para
amplificacdo de gendtipos de umbu-cajazeira (Spondias sp.), com respectivas
sequéncias, temperatura de anelamento (Tm), namero total de fragmentos (NTF),
namero total de fragmentos polimorficos (NFP) e percentagem de polimorfismo (%).
Mossor6/RN, 2014.

Nome do iniciador Sequéncia* Tm (°C) NTF NFP %Polimorfismo

DiCA5’CY CY(CA)s 50 8 3 37,5
DiGA3’C (GA)C 50 7 3 42,9
DiGA3’RC (GA)sRC 50 8 6 75,0
DiGA3'T (GA)sT 50 7 3 42,9
TriCAC3’RC (CAC)sRC 50 6 1 16,7
TriGTG (GTG)s 50 6 2 33,3
TriGTG3’YC (GTG)sYC 50 8 6 75,0
TriGTG5°CY ~ CY(GTG)s 50 8 3 37,5
TriTGT3’RC (TGT)sRC 50 8 5 62,5
TrHTGT5’CY CY(TGT)s 50 8 3 37,5
TriAAC3’RC (AAT)sRC 50 9 3 33,3
TrAAG3’RC  (AAG)RC 50 8 6 75,0
TriACA3’RC (ACA)RC 48 72 28,6
TrAGG3’RC  (AGG)RC 50 6 1 16,7
TriTCA3’RC (TCA)sRC 50 11 4 36,4
TriTCT3’RC (TCT)sRC 50 6 1 16,7
TriTGA3’RC (TGARC 48 4 1 25,0
TriCGA3’RC (CGARC 50 9 5 55,6
TriGAARC  (GAA)}RC 50 10 6 60
TOTAL - 144 64
MEDIA - 7,58 3,37 42,5

*R=A, G; Y=C, T
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Santana et al. (2011), trabalhando com 25 iniciadores ISSR em umbu-
cajazeira, encontraram um polimorfismo de 80%, correspondendo a uma média de
10 fragmentos por iniciador, variando entre 5 e 16 fragmentos/iniciador. Silva
(2009), caracterizando 12 acessos de cajazeiras por meio de 19 iniciadores ISSR,
obteve um total de 135 fragmentos amplificados. Destes, 77,7% mostraram-se
polimérficos com uma média de 5,83 fragmentos/iniciador, variando de 1 a 14
fragmentos polimdrficos.

Com relacdo ao coeficiente de correlacdo cofenética, a associacdo entre as
distancias obtida pelo coeficiente de Jaccard e a matriz cofenética forneceu um valor
indicando alta representatividade (92%), inferindo que os agrupamentos realizados
sdo consistentes (VAZ PATTO et al., 2004). O grau de distorcao foi de 3,34%, valor
este concordando com a correlacdo cofenética, indicando que as matrizes entdo bem
representadas na forma de dendrograma. Ja o valor do estresse foi de 18,26%,
considerado bom de acordo com Kruskal (1964).

Santana et al. (2011) apresentaram valor de 83% para CCC. Silva (2009),
com acessos de cajazeira, obteve valores de 83,49%. Pessoni (2007), trabalhando
com cajueiro, encontrou valores de CCC de 74% e 47,6% para grau de distorcdo e
50,85% para o coeficiente de estresse, requerendo cautela para analise do
dendrograma gerado. Os valores para CCC, estresse e distor¢ao deste trabalho sao
superiores em termos de qualidade quando comparados aos citados anteriormente.

O intervalo de dissimilaridade variou de 0,010 a 0,208. Com a menor
distancia entre os gendtipos ML1 e ML5 e 0 maior grau de dissimilaridade entre o0s
gendtipos JZ1 e MA2 (Figura 5).
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Figura 5— Anélise de agrupamento de 18 gendtipos de umbu-cajazeira (Spondias
sp.), obtida pelo método hierarquico aglomerativo da média aritmética entre pares
ndo ponderados (UPGMA), utilizando o complemento aritmético do indice de
Jaccard como medida de dissimilaridade, a partir de 19 iniciadores Inter Simple
Sequence Repeats (ISSR). Mossor6/RN, 2014. Valor cofenético: 0,92.

Com base no ponto de corte correspondente a dissimilaridade genética média
(dgm=0,09) (60%), o dendrograma gerado classificou os genétipos de umbu-
cajazeira em trés grupos subdivididos em varios outros grupos. Com isso, observou-
se a formacgdo do Grupo I, composto pelos genoétipos: JZ6, ML3, JZ5, ML6, JZ3,
JZ4,JZ1 e JZ2, do Grupo |1, composto pelos genétipos: ML1, ML5, ML2, ML4,
MA4, MA5, MA3, MA1 e MA6 e do Grupo |11, formado pelo genétipo: MA2.

De maneira geral, os genétipos ficaram distribuidos entre os diferentes
grupos, provavelmente devido ao fato de estarem localizados dentro de uma mesma
regido (mesorregido do Oeste Potiguar), supostamente provenientes de mesma
origem genética, j& que a umbu-cajazeira propaga-se exclusivamente por reprodugao

assexuada.
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Os gendtipos da comunidade rural Coqueiro ficaram quase que
completamente agrupados no grupo |, com excegdo do genétipo MA2 (grupo IlI),
que ficou separado dos demais, apresentando uma suposta constituicdo genética
diferente dos demais. Vale ressaltar que nas analises morfolGgicas este mesmo
individuo constituiu um grupo a parte, inferindo que as variaveis analisadas podem
estar relacionadas a regides génicas.

Ja os gendtipos da comunidade rural Juazeiro ficaram completamente
agrupados (grupo IlI), indicando possuir elevada similaridade genética. Os
individuos do assentamento Moacir Lucena ficaram distribuidos nos grupos | e Il,
apresentando similaridade genética com gendtipos de outros locais. A técnica de
ISSR apresentou valor médio 59,6% para a analise de reamostragem, com uma
consisténcia acima de 60% para a maioria dos grupos formados.

A variabilidade genética encontrada, mesmo sendo pequena, pode auxiliar
programas de melhoramento genético. Uma das vantagens de programas de
melhoramento com espécies perenes de propagacdo vegetativa esta no fato da
possibilidade de transferéncia de toda varidncia genética existente em um dado
gendtipo, tendo em vista sua forma de multiplicacao.

Em outros trabalhos com espécies tropicais, geralmente se encontra um
elevado nivel de polimorfismo quando se utilizam marcadores moleculares
dominantes (SANTANA et al., 2011; PESSONI, 2007). Entretanto, dependendo da
populacdo analisada este polimorfismo pode ser infimo, em virtude da alta
similaridade genética evidenciada também pela semelhanca fenotipica. Mesmo que
0s gendtipos amostrados tenham sido coletados em uma area grande, pode-se
concluir que a espécie foi disseminada na regido a partir de poucos exemplares.

A variabilidade decorrente dos marcadores ISSR pode ser atribuida aos
seguintes fatores: a) a elevada taxa de mutacdo entre as sequéncias de
microssatélites; b) a caracteristica do iniciador, isto é, motivo repetitivo, existéncia
ou ndo de regiao de ancoragem, bem como sua localizagdo (5’ ou 3”) e composi¢do
de sequéncia; c) o método de resolucdo aplicado por meio de gel poliacrilamida e
coloragdo com nitrato de prata ou de agarose corado com brometo de etideo

(REDDY et al., 2002). O baixo polimorfismo encontrado neste trabalho pode ser
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atribuido também a reduzida taxa de mutagdo entre as sequéncias repetitivas dos
microssatélites e a existéncia de regides similares do genoma para ancoragem.

A separacdo de um Unico genétipo num terceiro grupo pode indicar que sua
natureza genética é diferente dos demais, sugerindo, assim, a ocorréncia de
reproducdo sexuada ou da manifestagdo de hibridagdes naturais entre umbu-
cajazeiras, como afirmam SOUZA et al. (2006) e GIACOMETTI (1993). Essas
provaveis hibridagdes confirmam as afirmacdes relatadas por Santos et al. (1999),
de que em ambientes naturais a existéncia de plantas que apresentam caracteristicas
intermediarias, quando comparadas a algumas espécies do género, indica ndo apenas
a possibilidade de cruzamentos naturais, mas também a existéncia de barreiras fracas
de incompatibilidade dentro do género.

S0 necessarios mais estudos com o objetivo de identificar areas de
ocorréncia de individuos desta espécie com o objetivo de selecionar genotipos
contrastantes para compor Bancos Ativos de Germoplasma (BAG) de umbu-
cajazeiras em futuros programas de melhoramento genético no estado do Rio Grande
do Norte. Atividades de prospeccao, coleta e caracterizacdo sdo imprescindiveis para
a conservacao e implementacao dos recursos genéticos de Spondias, tendo em vista

a devastacgdo causada pelo homem, com consequente perda de variabilidade genética.

3.2.2 Marcador molecular RAPD

A partir da triagem de 40 iniciadores RAPD foram selecionados 20 por
apresentarem fragmentos consistentes. Entretanto, destes, apenas 17 apresentaram
fragmentos com maior nitidez e repetibilidade. Fragmentos inespecificos foram
descartados, evitando o comprometimento das andlises. A Figura 6 ilustra o padrdo
eletroforético dos 18 gendtipos de umbu-cajazeira com o marcador molecular RAPD
(OPA-13).
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Figura 6— Padrdo eletroforético de 18 gendtipos de umbu-cajazeira (Spondias sp.)
obtido pelo marcador molecular Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)
(OPA-13); 1: ML1; 2: ML2; 3: ML3; 4: ML4; 5: ML5; 6: ML6; 7: MA1; 8: MA2;
9: MA3; 10: MA4; 11: MA5; 12: MA6; 13:JZ71; 14: J72; 15:JZ3; 16: JZ4; 17: JZ5;
18: JZ6. Mossor6/RN, 2014.

Da analise de RAPD foram gerados 143 fragmentos, com 25,4% de
fragmentos polimorficos e 74,6% de fragmentos monomorficos (Tabela 6). O
nimero de fragmentos produzido por iniciador variou entre cinco (OPAA-13 e OPD-
02) a 11 (OPA-13), com uma média de 2,1 fragmentos polimorficos por iniciador.
As analises moleculares com os marcadores RAPD utilizados foram suficientes para

discriminar gendtipos de umbu-cajazeira.
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Tabela 6 — Iniciadores Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) selecionados
para amplificacdo de genétipos de umbu-cajazeira (Spondias sp.), com respectivas
sequéncias, temperatura de anelamento (Tm), namero total de fragmentos (NTF),
namero total de fragmentos polimorficos (NFP) e percentagem de polimorfismo (%).
Mossor6/RN, 2014.

Nome do iniciador ~ Sequéncia*  Tm (°C) NTF NFP %Polimorfismo

OPA-01 CAGGCCCTTC 40 10 5 50
OPA-09 GGGTAACGCC 40 9 2 22,22
OPA-13 CAGCACCCAC 40 11 1 9,09
OPA-18 AGGTGACCGT 40 9 3 33,33
OPAA-02 GAGACCAGAC 40 9 1 11,11
OPAA-03 TTAGCGCCCC 40 8 1 12,50
OPAA-04 AGGACTGCTC 40 8 2 25
OPAA-07 CTACGCTCAC 40 11 2 18,18
OPAA-08 TCCGCAGTAG 40 7 4 57,14
OPAA-09 AGATGGGCAG 40 10 2 20
OPAA-12 GGACCTCTTG 40 9 2 22,22
OPAA-13 GAGCGTCGCT 40 5 1 20
OPAA-14 AACGGGCCAA 40 7 3 42,86
OPAA-15 ACGGAAGCCC 40 10 2 20
OPD-02 GGACCCAACC 40 5 2 40
OPD-05 TGAGCGGACA 40 6 1 16,67
OPD-15 CATCCGTGCT 40 9 1 11,11
TOTAL - 143 35
MEDIA - 84 21 25,4

A baixa porcentagem de marcadores polimoérficos evidencia a reduzida
variabilidade genética encontrada entre os genotipos analisados. Tal resultado ja era
esperando, tendo em vista que a umbu-cajazeira propaga-se exclusivamente de forma
assexuada.

Santos (2010), analisando acessos de umbu-cajazeira, obteve resultado
semelhante aos deste trabalho, com baixo polimorfismo (44,1%), analisando 48
gendtipos, com média de apenas trés fragmentos polimorficos por iniciador. Moreira

et al. (2007), analisando a diversidade genética entre umbuzeiros (S. tuberosa Arr.
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Cam.), a partir de marcadores RAPD, detectaram baixa variabilidade, com média de
um fragmento polimérfico por iniciador.

A partir do ponto de corte para dissimilaridade genética de 60% observou-
se a formacéo de dois grupos dispostos em outros 4 subgrupos (Figura 7). O Grupo
I foi composto pelo subgrupo la: JZ1, JZ2,JZ5, JZ6, JZ4, ML6 e JZ3, e 0 subgrupo
I1b: ML3. O Grupo 11 foi formado pelos subgrupos Ila, composto pelos genétipos:
ML1, ML4, ML5 e ML2, e pelo subgrupo Ilb: MA1, MA3, MA5, MA6, MA4 e
MAZ2.
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Figura 7— Analise de agrupamento de 18 gendtipos de umbu-cajazeira (Spondias
sp.), obtida pelo método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Mean) utilizando o complemento aritmético do indice de Jaccard como medida de
dissimilaridade, a partir de 17 iniciadores Random Amplified Polymorphic DNA
(RAPD). Mossor6/RN, 2014. Valor cofenético: 0,91.

A partir da analise visual do dendrograma, nota-se que alguns genétipos
apresentaram 100% de similaridade entre si, nos dois grupos formados, mesmo
utilizando o complemento aritmético de Jaccard, recomendado para dados binarios

de populagGes bastante semelhantes, refor¢ando a hipotese levantada por Carvalho
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et al. (2008), de que, devido a umbu-cajazeira ser propagada de forma assexuada
(estaquia e enxertia), individuos de localidades préximas tendem a ser mais
semelhantes entre si, como resultado da multiplicagdo de gendtipos entre
agricultores vizinhos. Como as plantas de umbu-cajazeira analisadas sao de elevada
longevidade, agricultores do local ndo puderam confirmar as pressuposicdes geradas
pelas analises moleculares.

Mesmo estando localizados na mesma regido geografica, a maior
dissimilaridade ocorreu entre os genétipos ML2 e ML3, sendo que de maneira geral
0 gen6tipo ML3 foi o mais divergente geneticamente entre todos os demais,
constituindo um grupo a parte. Os resultados obtidos por meio da técnica RAPD
sugerem resposta de menor variabilidade dentro das comunidades ou assentamento
do que entre os mesmos (REIS; GRATTAPAGLIA, 2004). A distancia geografica
entre os varios municipios é um fator favoravel a formacdo de grupos entre os
gendtipos de umbu-cajazeira estudados.

Lima et al. (2011) encontraram similaridade genética de 68,8% entre 32
acessos de caja estudados. Santos (2010), analisando acessos de umbu-cajazeira,
encontrou similaridade média de 51%. A variabilidade genética, mesmo sendo
pequena, pode ocorrer devido a ocorréncia de reproducdo assexuada ocasional ou
mutacdes naturais, gerando novos genotipos. As analises moleculares com
marcadores RAPD em Spondias sdo recentes.

Mediante a analise da correlagdo cofenética verificou-se uma associacao de
91% entre a matriz de distancias obtidas pelo coeficiente de Jaccard e a matriz
cofenética (representada pelo dendrograma), indicando existir consisténcia entre 0s
agrupamentos gerados. Um valor cofenético de 0,70, gerado pelo dendrograma no
método UPGMA, pode ser considerado adequado em plantas perenes (AMORIM et
al, 2009). Santos (2010) obteve valor cofenético de 0,80 em gendtipos de umbu-
cajazeira. Santos et al. (2008), analisando umbuzeiro por meio do marcador
Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP), obtiveram uma correlacdo
cofenética de 96%.

O grau de distor¢do foi de 4,85%, concordando com o valor para matriz

cofenética, e o valor de estresse foi de 21,9%, considerado mediano, de acordo com
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Kruskal (1964). Alves (2010), analisando variedades e progénies de mangueira
(Mangifera indica L.) com marcadores SSR, obteve valores de distorgéo e estresse
considerados bons (2,60% e 16,13%, respectivamente). A consisténcia das
bifurcacdes geradas pela analise de reamostragem teve média de 67%, com a maioria

das ligages entre gendtipos acima de 50%.

3.2.3 Correlacdo entre as analises morfoldgicas e moleculares ISSR e RAPD

Pela andlise da comparacdo dos agrupamentos gerados a partir das
dissimilaridades genéticas pelo teste de Mantel, foi constatada significancia entre os
marcadores moleculares ISSR e RAPD (r= 0,47) e ndo significancia para as
caracteristicas morfoldgicas (Tabela 7). Entretanto, devido a sua média magnitude,
isso indica que devem ser consideradas como medidas complementares, néo

podendo uma técnica substituir a outra.

Tabela 7 — Correlacdo entre a divergéncia genética estimada por meio da
caracterizacdo genética entre as caracteristicas morfoldgicas, os marcadores
moleculares Inter Simple Sequence Repeats (ISSR) e Random Amplified
Polymorphic DNA (RAPD) pelo teste de Mantel. Mossord/RN, 2014.

ISSR RAPD MORFOLOGICA
ISSR 0.4745** 0.115ns
RAPD 0.193*

MORFOLOGICA
**: significativo a 1% de probabilidade pelo teste de Mantel, mediante 1000
permutacdes

Quanto ao polimorfismo ambos marcadores apresentaram baixa
porcentagem, ISSR: 45% e RAPD: 25,4%. Contudo, a técnica ISSR apresentou
maior polimorfismo comparado ao RAPD, confirmando sua superioridade (BORBA
et al., 2005; GOULAQ; OLIVEIRA, 2001)

Em ambos os marcadores moleculares houve uma certa tendéncia de

gendtipos de um mesmo local se agruparem conjuntamente. A priori, a umbu-
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cajazeira apresenta comportamento alégamo, dado ao fato de que a autofecundacgéo
é dificultada devido ao estigma estar acima de todos os estames (NADIA et al.,
2007). Nota-se também a presenca de flores masculinas e hermafroditas
(andromongica) (CRUZ et al., 2009). Com isso, espera-se que exista menor
variabilidade dentro de regides do que entre regides.

Faleiro et al. (2001), analisando acessos de cacaueiro cacau (Theobroma
cacao L.), concluiram que a quantidade e a reprodutibilidade dos fragmentos sdo o0s
principais fatores que influenciam a associagdo entre os marcadores moleculares.
Assim, a baixa magnitude de concordancia entre as matrizes genéticas pode ter
ocorrido pelo motivo anteriormente citado, tendo em vista que a comparacéo entre
o0s conjuntos de dados foi de 64 e 35 fragmentos polimoérficos de ISSR e RAPD,
respectivamente. A amostragem de diferentes partes do genoma da umbu-cajazeira
entre os marcadores moleculares pode influenciar as correlagdes encontradas entre
as matrizes genéticas. Outros trabalhos na literatura comparam as informacdes
geradas pelas associac@es entre diferentes marcadores (LINS, 2008; COLOMBO et
al., 2000; DANTAS, 2011; MOULIN et al., 2012; SANDEGHI; CHEGHAMIRZA,
2012).
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4

CONCLUSOES

A partir de uma andlise geral baseada nas caracterizaces fisicas, quimicas
e fisico-quimicas dos 18 gendtipos, pode-se inferir que os individuos JZ5,
JZ6 e MAG6 sdo recomendados para o processamento industrial de polpa e 0s
gendtipos JZ1, JZ2, JZ3 e JZ6 para 0 consumo in natura.

A dissimilaridade genética gerada pelos marcadores moleculares e a
dissimilaridade morfolégica podem orientar a coleta de gendtipos
divergentes para formacdo de bancos de germoplasma para estudos de
melhoramento genético de umbu-cajazeiras.

Os marcadores moleculares ISSR e RAPD detectaram baixa variabilidade
genética entre os gendtipos de umbu-cajazeira analisados, indicando a
necessidade da ampliacdo da base genética desta espécie nos locais de coleta
dos acessos avaliados.

O marcador ISSR gerou maior polimorfismo entre os genétipos. Entretanto,
0 marcador RAPD possibilitou um agrupamento mais consistente dos
gendtipos, concordando com a distribuicdo geografica dos mesmos.

Os marcadores moleculares ISSR e RAPD indicaram que a variabilidade

interpopulacional € menor que a intrapopulacional.
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CONSIDERAGOES FINAIS

A umbu-cajazeira € uma fruteira ndo-tradicional, com elevada producédo de
frutos nas condi¢bes ambientais mais adversas, como as do semiarido brasileiro,
proporcionando ao mercado consumidor novas sSensagdes por meio das
caracteristicas organolépticas de seus frutos. Entretanto, ainda sdo poucos os cultivos
comerciais da espécie devido a falta de gen6tipos que possam ser recomendados para
0 plantio em cada regido.

A caréncia de conhecimento do germoplasma dessa fruteira, aliada a
inexisténcia de incentivo para plantio, constituem pontos favoraveis ao estreitamento
da sua base genética, considerando que muitas regides tém perdido a variabilidade
entre plantas devido a devastacdo de areas caracterizadas anteriormente pela intensa
presenca da espécie.

Torna-se necessaria a adocdo de ferramentas no sentido de incentivar o
plantio de culturas como a umbu-cajazeira, buscando fazer a caracterizacdo
morfologica de frutos, para que futuramente estas plantas participem de programas
de melhoramento genético a partir da constituicdo de colegdes de germoplasma em
assentamentos e comunidades rurais.

Os resultados alcangados por este trabalho permitem as seguintes
conclusoes:

1. E necesséaria a inser¢do de um maior nimero de individuos contrastantes
para caracteristicas morfoldgicas e genéticas no Banco Ativo de
Germoplasma de Umbu-cajazeira da EMPARN, no municipio de
Ipanguagu-RN, de modo a aumentar a variabilidade existente no local para
que futuramente o BAG possa servir como fonte de variacdo entre clones,
permitindo ao melhorista fazer selecdo entre os individuos mais
promissores.

2. O clone Serra do Mel destacou-se como um dos mais promissores, por
apresentar frutos com maior massa e baixa acidez, desejaveis para o
consumo in natura, bem como apresentou alto rendimento de polpa e frutos

de formato arredondado, atributos essenciais para o processamento de polpa.
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3. O uso dos marcadores moleculares ISSR e RAPD permitiram detectar baixa
variabilidade genética entre os 18 gendGtipos distribuidos entre o
assentamento Moacir Lucena e as comunidades rurais Juazeiro Il e
Coqueiro, inferindo-se que a variabilidade entre as plantas destes locais é
baixa. E necesséria a realizacdo de outras coletas de gen6tipos em outras
regides do Oeste Potiguar a fim de detectar maior variabilidade genética.

4. A caracterizacdo morfoldgica entre os 18 gendtipos permitiu concluir que a
selecdo pode ser feita entre os individuos mais contrastantes para
caracteristicas morfoldgicas de frutos. Destacam-se os genétipos JZ5, JZ6 e
MAG6 como 0s mais promissores quanto a producao de frutos voltados para
0 processamento de polpa, por apresentarem acidez dentro dos padrbes
estabelecidos para polpa de caja, alto rendimento de polpa e frutos
arredondados. JZ1, JZ2, JZ3 e JZ6 possuem atributos relevantes para a
comercializacdo de frutos in natura, como maior tamanho e massa de frutos,

baixa acidez e elevada relagdo solidos soluveis/acidez titulavel.
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