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RESUMO: Atualmente, o conhecimento disponivel da variabilidade genética da
umbu-cajazeira (Spondias sp.) € pequeno, requerendo esforgos para amplia-lo, de
forma que se possa atingir um melhor aproveitamento do potencial de exploragéo
econbmica da cultura. Objetivou-se com este estudo avaliar a divergéncia entre
acessos de umbu-cajazeira por meio de marcadores moleculares ISSR (Inter
Simple Sequence Repeat) e promover a analise simultanea de caracteres
quantitativos (agronémicos) e qualitativos (morfolégicos e moleculares). Para a
caracterizagdo molecular utilizou-se 17 acessos de umbu-cajazeira do Banco
Ativo de Germoplasma de Fruteiras Tropicais da Embrapa Mandioca e Fruticultura
Tropical (BAG Fruteiras Tropicais), localizado em Cruz das Almas-BA. Os 25
primers de ISSR usados foram bastante polimérficos, obtendo-se em média oito
bandas polimorficas por iniciador. Ampla variabilidade genética foi detectada entre
0s acessos, com a formagao de cinco agrupamentos de diversidade genética. Foi
identificado um unico grupo de divergéncia utilizando o algoritmo de Gower para
analise conjunta dos caracteres quantitativos e qualitativos em oito plantas
matrizes de umbu-cajazeira representantes dos seguintes acessos: ‘Aurora’,
‘Esperancga’, ‘Favo de Mel’, ‘Preciosa’, ‘Princesa’, ‘Santa Barbara’, ‘Suprema’ e
‘Tendas’, embora consideravel variabilidade genética seja observada no grupo. A
técnica de marcadores ISSR foi eficiente em detectar a variabilidade genética
entre os acessos de umbu-cajazeira e as analises conjuntas dos caracteres
morfoagrondmicos e moleculares, por meio do algoritmo de Gower, podem
contribuir para um melhor esclarecimento na definicdo de estratégias a serem

utilizadas em programas de melhoramento genético desta fruteira.

Palavras-chave: Spondias sp., variabilidade genética, conservagao in situ e ex

situ, algoritmo de Gower.



GENETIC DIVERGENCE AMONG ACCESSIONS OF UMBU-CAJAZEIRA BY
MULTIVARIATE ANALYSIS USING MORPHO-AGRONOMIC TRAITS AND
MOLECULAR MARKERS

Author: Ivonilda Barbosa Brito Santana
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ABSTRACT: Currently, the available knowledge of the genetic variability of the
umbu-cajazeira (Spondias sp.) is small, demanding efforts to increase it, so that a
better use of the potential of economical exploration of the culture can be
achieved. This study aimed to evaluate the divergence among umbu-cajazeira
accessions through ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) molecular markers and
to promote the simultaneous analysis of quantitative (agronomic) and qualitative
(morphologic and molecular) traits. For the molecular characterization, 17
accessions of umbu-cajazeira of the Active Germplasm Bank of Tropical Fruits of
Embrapa & Tropical Fruit (AGB Tropical Fruits), located in Cruz das Almas-BA,
were used. The 25 ISSR primers used were polymorphic, being obtained eight
polymorphic bands per initiator on average. Wide genetic variability was detected
among accessions, with the formation of five groups of genetic diversity. One
divergence group was identified using the algorithm of Gower for joint analysis of
the quantitative and qualitative traits in eight original plants of umbu-cajazeira
representing the following accessions: 'Aurora’, 'Esperanga’, 'Favo de Mel',
'Preciosa’, 'Princesa’, 'Santa Barbara', 'Suprema’ and 'Tendas', although
considerable genetic variability is observed in the group. The ISSR markers were
efficient in detecting the genetic variability among the umbu-cajazeira accessions
and the joint analysis of the morpho-agronomic traits and molecular markers,
through the algorithm of Gower, can contribute to a better explanation in the

definition of strategies to be used in breeding programs with this fruit crop.

Key-words: Spondias sp., genetic variability, conservation in situ and ex situ,

algorithm of Gower.
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INTRODUGAO

IMPORTANCIA ECONOMICA DA FRUTICULTURA

O potencial atual do mercado mundial de frutas é superior a US$ 68
bilhdes/ano. O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de frutas frescas, depois
da China e da india, segundo dados disponiveis da FAO (2008), com produg&o
superior a 43 milhdes de toneladas, numa area de 2.260 milhdes de hectares,
tendo exportado em 2008 aproximadamente 889 mil toneladas, o que gerou
divisas da ordem de US$ 724 milhdes (ALICEweb, 2008).

Em decorréncia da grande diversidade climatica, o Brasil produz frutas
tropicais, subtropicais e de clima temperado, em periodos diferentes do dos
principais paises produtores, fundamental vantagem competitiva do segmento. O
grande destaque da fruticultura brasileira é a laranja [Citrus sinensis (L.) Osbeck],
(principalmente o suco da fruta, sendo o Pais o maior produtor e exportador
mundial), seguida da uva (Vitis L.), melao (Cucumis melo L.), manga (Mangifera
indica L.), banana (Musa spp.), limao [principalmente lima acida ‘Tahiti’ C. /atifolia
(Yu. Tanaka) Tanaka], maga (Malus domestica Borkhausen), mamao (Carica
papaya L.), melancia (Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum. & Nakai), abacaxi
(Ananas comosus L.), tangerina [diversas espécies, principalmente C. reticulata
Blanco e tangor ‘Murcot’ (hibrido de origem desconhecida, possivelmente
resultante de cruzamento entre tangerineira e laranjeira doce C. sinensis)], figo
(Ficus carica L.), abacate (Persea americana Mill.), framboesa (Rubus idaeus L.),
goiaba (Psidium guajava L.), coco verde (Cocos nucifera L.), destacando-se,
também, as frutas nativas da Amazénia, como acgai (Euterpe oleracea Mart.), buriti
(Mauritia flexuosa L.), cupuagu (Theobroma grandiflorum L.), camu-camu
[Myrciaria dubia (H.B.K.) McVaugh], tucuma (Astrocaryum vulgare Mart.), bacuri
(Platonia insignis Mart.) entre outras (IBRAF, 2008). Diante disso e em virtude da
grande diversidade de frutas e regides produtoras, essa atividade tem se

destacado como uma das mais importantes da economia nacional, sendo
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responsavel pela geracdo de milhares de empregos no campo e divisas para o
Pais (OLIVEIRA, 2009).

A exploracao de fruteiras nativas no Nordeste do Brasil, dentre as quais se
destaca a umbu-cajazeira (Spondias sp.), ocorre na maioria das vezes de forma
extrativista, em razdo da falta de conhecimento de quem as utiliza, pois muitos
nao tém nocado do que sdo recursos genéticos e da importancia da conservacgao
de germoplasma (CARVALHO et al., 2002).

A Bahia destaca-se como segundo produtor nacional de frutas, ocupando a
primeira posigado no ranking nacional dos estados exportadores de frutas frescas.
Em 2008, o estado exportou mais de 130 mil toneladas, gerando uma receita de
US$ 156 milhdes, sendo destaque na produgcdo de manga, mamao, coco verde,
banana, uva e laranja (ALICEweb, 2008).

TAXONOMIA

A familia da umbu-cajazeira, Anacardiaceae Lindl., inclui mais de 700
espécies, pertencentes a 82 géneros; possui distribuicdo pantropical. Alguns
géneros, no entanto, estendem-se para a zona temperada. Os membros da
familia sdo cultivados em todo o mundo por seus frutos comestiveis e sementes,
compostos medicinais, madeira valiosa e apelo paisagistico. Alguns dos produtos
de Anacardiaceae, incluindo a manga, pistacio (Pistacia vera L.), caju
(Anacardium occidentale L.) e pimenta rosa (Schinus terebinthifolia L.), sao
apreciados em todo o mundo, enquanto outros, notaveis por seu sabor Unico, a
exemplo dos frutos tropicais de diversas Spondias L., da marula da Africa [Marula
(A. Rich.) Hochst.] e da Tapirira guianensis Aubl., esta uma fruta neotropical,
estdo restritos ao cultivo e consumo localizados, ndo sendo, geralmente,
transportados a longas distancias para os mercados maiores (PELL, 2004).

Anacardiaceae inclui principalmente arvores, arbustos e lianas (plantas
trepadeiras do tipo cipd), com canais de resina e seiva leitosa. As folhas
geralmente sdo alternas, compostas ou menos frequentemente podem ser
simples, sem estipulas, margem inteira ou serreada. Apresenta uma diversidade
morfolégica de frutos muito alta, com uma infinidade de tipos encontrados na
familia, em geral drupa ou sdmara (PELL, 2004). As flores sdo pouco vistosas,
geralmente unissexuadas (plantas mondicas, didicas ou poligamicas),

actinomorfas, diclamideas; calice geralmente pentamero, dialissépalo ou
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gamossépalo, prefloracdo valvar ou imbricada; estames em numero igual ou
duplo ao das pétalas, raramente numerosos ou apenas 1 fértil (Anacardium,
Mangifera), geralmente livres entre si, ocasionalmente epipétalos, anteras
rimosas, estaminddios frequentes; disco nectarifero presente; gineceu
gamocarpelar, ovario geralmente supero, 1-12-carpelar, 1-12-locular, mas
geralmente com apenas um léculo fértil, placentacdo ereta ou péndula, l6culos
uniovulados (SOUZA & LORENZI, 2005).

O género Spondias, foi criado por Linnaeus em 1753, baseado apenas em
S. mombin L., nativa da América Tropical (AIR SHAW & FORMAN, 1967). No
Brasil, especialmente na regido Nordeste, o género Spondias esta representado
por S. mombin (cajazeira) e S. cytherea Sonner (cajaraneira), principalmente nas
areas proximas ao litoral, assim como a sirigueleira (S. purpurea L.), ainda que
em condi¢des de semiarido esta espécie seja encontrada em perimetros irrigados
com significativa produtividade. S. venulosa Mart ex Engl. (cajazinho), embora
endémica da Mata Atlantica, também se encontra em algumas areas de
semiarido, entre os remanescentes da Floresta Estacional Semidecidual. Outra
espécie é a S. macrocarpa Engl. (caja-redondo). No entanto, a espécie tipica da
paisagem do semiarido nordestino € a S. tuberosa Arruda Camara, com um porte
inferior ao das anteriores e copa com profusas ramificagdes (CARVALHO, 2006).

Dentre as 18 espécies que pertencem a este género, seis ocorrem no
Nordeste brasileiro e sao arvores frutiferas tropicais em domesticacao, exploradas
pelo valor comercial dos seus frutos. Duas dessas espécies sao exploradas
extrativamente: a cajazeira, que tem como centro de diversidade a Amazénia
Ocidental e a Mata Atlantica (MITCHELL & DALY, 1998), e o umbuzeiro, nativo do
semiarido nordestino (PRADO & GIBBS, 1993); as outras quatro séo cultivadas
empiricamente em pomares domésticos: a sirigueleira, provavelmente originaria
do México ou América Central (MILLER & SCHAAL, 2005), a cajaraneira,
proveniente da Polinésia (AIR SHAW & FORMAN, 1967), a umbu-cajazeira,
provavel hibrido natural entre S. mombin e S. tuberosa (GIACOMETTI, 1993) e a
umbugueleira (Spondias sp.), provavel hibrido natural, que se assemelha a S.
tuberosa e a S. mombin, sendo sua ocorréncia reportada nas cidades de Santa
Isabel e Tururu, nos estados da Paraiba e do Ceara, respectivamente (SOUZA,
1998). Estas espécies produzem frutos do tipo drupa, de boa aparéncia, nutritivos,

com aroma e sabor agradaveis, muito apreciados para o consumo como fruta in
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natura ou processados como polpa, sucos, doces, néctares, picolés e sorvetes,
sendo evidente sua crescente comercializagdo nos mercados, supermercados e
restaurantes do Pais (MARTINS & MELLO, 2006). A cajazeira, além do
aproveitamento do fruto para o consumo humano, apresenta potencial de
exploragéo farmacoldgica, ja@ que o extrato das folhas e dos ramos tem
propriedades medicinais no controle de bactérias gran negativas e gran positivas
(AJAO et al., 1985) e do virus do herpes simples (CORTHOUT et al., 1992).

Pelas potencialidades apresentadas por esse género, pode-se afirmar que
se trata de um recurso fitogenético importante para o Nordeste, onde as
condigdes edafoclimaticas favorecem o seu cultivo e a sua produgdo (NORONHA
et al., 2000).

Andlises cariotipicas de seis espécies do género Spondias (S. tuberosa, S.
mombim, S. venulosa, S. cytherea, S. purpurea e Spondias sp.) demonstraram
que todas apresentam 2n = 32 cromossomos, exibindo cariétipos semelhantes e
cromossomos pequenos. Em geral, cada espécie mostrou um par de
cromossomos maiores, 11 pares intermediarios, de cromossomos metacéntricos a
submetacéntricos, e quatro pares de pequenos cromossomos subtelocéntricos
(ALMEIDA et al., 2007).

DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

A umbu-cajazeira € uma frutifera tipica da regido semiarida, encontrada
também em outros ecossistemas, como o da Mata Atlantica. Apesar de ocorrer
comumente em areas semiaridas, também é encontrada em regides litoraneas,
mais umidas, provavelmente em decorréncia de movimentos antrépicos, conforme
se verifica pela localizagado das plantas, que, em regra, se encontram proximas a
residéncias, indicando estreita dependéncia da presenca humana no que
concerne a sua propagacao e dispersao (SOARES FILHO & RITZINGER, 2006).
Na Bahia, ocorre nas regides fisiograficas da Chapada Diamantina, Litoral Norte,
Nordeste, Paraguagu, Recéncavo e outras ainda néo prospectadas.

No Brasil, a superficie semiarida ocupa uma area total de 969.589,4 km?,
anteriormente 892.309,4 km?, compreendendo atualmente, 1.133 municipios
integrantes (Figura 1). Para redelimitar o espago geografico dessa area foi
tomado trés critérios técnicos, a saber: |) precipitagdo pluviométrica média anual

inferior a 800 mm; Il) indice de aridez (IA) de até 0,5 — calculado pelo balango
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hidrico que relaciona as precipitacdes e a evapotranspiragdo potencial, no periodo
de 1961 e 1990; e Ill) risco de seca maior de 60%, tomando-se por base o
periodo de 1960 e 1990. O clima tropical semiarido no Brasil caracteriza-se
basicamente pelo regime e pela quantidade de chuvas, definido pela escassez,
pela irregularidade e pela concentragédo das precipitagdes pluviométricas que vao
de um minimo de 400 mm a um maximo de 800 mm ao ano, sendo que a
pluviosidade concentra-se em um curto periodo de cerca de trés meses, durante o
qual ocorre sob a forma de fortes aguaceiros de curta duragédo, conforme sustenta

o Plano Estratégico de Desenvolvimento Sustentavel do Semiarido (PDSA, 2005).

CONFIGURAGAQ ANTERIOR | cmmumg%;mj\ |

il -
B0 NORTE
f : *, mn.- |

LILED ]
GERAIE

G i

Figura 1 — Mapa com nova delimitagdo do semiarido (Ministério da Integracéo

Nacional-MI/Grupo de Trabalho Interministerial-GTI/Plano Estratégico de

Desenvolvimento Sustentavel do Semiarido-PDSA, 2005).

O semiarido nordestino € um dos mais umidos do planeta. Na maioria das
zonas aridas de outros paises, a precipitacdo média anual € da ordem de 80 a
250 mm (MELO FILHO & SOUZA, 2006). No estado da Bahia, de modo geral, os

solos no semiarido sao poucos profundos, apresentam boa fertilidade quimica e
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pH normalmente em torno da neutralidade, mas podendo tornar-se alcalino nas
areas calcarias (CHAVES & KINJO, 1987).

DESCRICAO BOTANICA

A umbu-cajazeira é uma planta arborea (Figura 2A), com porte
relativamente elevado, a copa € aberta, com 12 a 16 m de didmetro, e altura
média de 8 a 12 m, podendo ultrapassar 20 m. O tronco é semiereto, rugoso e
apresentando coloragao acinzentada (SILVA, 2008). A raiz é caracterizada pela
presenca de xilopddio (SOUZA, 1998). Sua floragdo concentra-se de novembro a
dezembro e a frutificagdo de margo a maio, geralmente com trés picos de
colheita. A inflorescéncia € uma panicula terminal (Figura 2B) onde se encontram,
ao mesmo tempo, flores masculinas (estaminadas) e hermafroditas (perfeitas),
sendo a umbu-cajazeira uma planta andromonodica (CRUZ et al.,, 2009).
Usualmente é propagada pelo método vegetativo, mediante estacas de 35 cm de
comprimento e 1,5 cm de didmetro (LOPES, 1997; SOUZA, 1998) ou por enxertia,
sobre porta-enxertos de umbuzeiro (RITZINGER et al., 2008), pois apresenta
cerca de 90% dos frutos desprovidos de sementes (SOUZA et al., 1997), o que
dificulta sua propagagao sexual.

Os frutos séo do tipo drupa (Figura 2C) e tém participagdo crescente no
agronegocio da regido Nordeste, principalmente no comércio como fruta fresca e
processamento de polpa, com grande aceitagdo no mercado pelo seu sabor,
aroma, excelente qualidade e boas caracteristicas agroindustriais, como
rendimento da polpa acima de 60% e sdlidos soluveis de 13%, sendo utilizados
como matéria-prima no preparo de sucos, picolés, sorvetes, néctares, geleias e

vinhos.

FOTO: Ivonilda Santana
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Figura 2 - Detalhe da planta adulta (A), da inflorescéncia (B) e do fruto

(C) de umbu-cajazeira (Spondias sp.).

RECURSOS GENETICOS

Apesar de todo este potencial, ha falta de pomares comerciais e as
agroindustrias ficam totalmente dependentes da producéo obtida do extrativismo,
que é sazonal e insuficiente para operacionalizagdo das fabricas durante todo o
ano (MARTINS & MELO, 2006). Segundo Alves (2009), a demanda pelo fruto tem
aumentado, devido ao amplo consumo de sua polpa, despertando assim o
interesse para o cultivo da espécie, que ainda é considerada em fase de
domesticagdo, com poucas informagdes disponiveis sobre o0 manejo dessa
cultura.

Portanto, sua insergcdo como espécie frutifera nos modelos agronémicos
modernos requer a identificagdo de gendtipos que apresentem elevada
capacidade produtiva e frutos de boa qualidade (BOSCO et al., 2000). Carvalho et

al. (2008), estudando a variabilidade de trés populagbes de umbu-cajazeiras, num
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total de 50 gendtipos, no estado da Bahia, mediante a analise de variaveis
morfométricas, fisicas e quimicas do fruto, utilizando analise de agrupamento,
constataram a existéncia de consideravel diversidade genética entre individuos
nas areas amostradas, confirmando o potencial produtivo dessa fruteira.

Em trabalhos de melhoramento genético, a caracterizagdo de gendtipos
constitui uma das principais etapas do processo, pois permite identificar,
selecionar e indicar materiais superiores, principalmente quando se envolve
espécies perenes (FARIAS NETO et al., 2005).

Com relacdo a Spondias, a selecdo de plantas que apresentam
caracteristicas de boa produtividade e precocidade na produgédo de frutos séo
aspectos importantes no seu melhoramento genético (VILLACHICA, 1996), bem
como a qualidade na composi¢cao quimica dos frutos. O uso de cultivares
adaptadas as diferentes condicdes de clima, solo e sistema de producédo é o
principio fundamental para a obtencdo de incrementos de produtividade e de
qualidade de qualquer vegetal (NOGUEIRA et al., 2006); portanto, a geragao de
novas cultivares mais produtivas e com caracteristicas qualitativas superiores,
como cor do fruto, sabor, odor, textura e coloragdo da polpa, teor de agucares,
acidez, resisténcia ao transporte, entre outros, tem sido o grande desafio do
melhoramento genético de fruteiras. Por conseguinte, a caracterizagao fisico-
quimica de frutos de acessos de espécies frutiferas € de inquestionavel valor na
fase de seu pré-melhoramento genético, visto que sdo quantificadas propriedades
organolépticas de frutos de gendétipos com potencial de uso per se bem como em
futuros programas de melhoramento genético (SANTANA et al., 2009).

A utilizagc&o de recursos genéticos tem viabilidade fundamentada na coleta,
introducdo, conservacdo e intercAmbio de acessos de uma dada espécie ou
cultura, bem como em sua caracterizacdo e avaliacdo. A conservagao oferece
suporte aos trabalhos de melhoramento genético, viabiliza o intercambio de
germoplasma e, especialmente, a preservacdo da variabilidade genética,
enquanto a caracterizacdo e avaliagcdo permitem conhecer qualidades e
potencialidades do germoplasma (QUINTAL, 2009).

Tradicionalmente, a caracterizagdo dos gendétipos é feita baseando-se em
marcadores morfolégicos, herdaveis, facilmente visiveis e mensuraveis, que, a
principio, sao expressos em todos os ambientes (IPGRI, 1996). Um dos grandes

problemas na utilizagdo dos marcadores fenotipicos € seu numero reduzido, a
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auséncia de ligacdo destes com caracteristicas de importancia econbémica e o0s
efeitos deletérios das mutagbes, que limitam sua utilizagdo (GUIMARAES &
MOREIRA, 1999). Assim, a selecao de descritores com alta herdabilidade e
estaveis é de grande importancia na caracterizagado genotipica da umbu-cajazeira.

Em populagdes naturais, os estudos genéticos tém o objetivo de analisar e
quantificar a distribuicdo da variabilidade genética no tempo e no espaco, dentro e
entre populagdes, permitindo melhor entendimento de como a selegdo esta
atuando em funcdo da adaptabilidade a um dado ambiente (ESTOPA et al.,
2006). Conhecer os padrbes de variabilidade genética entre e dentro de
populagdes é um valioso instrumento que podera ajudar na adogédo de praticas
mais eficientes no tocante a sua conservagao e manejo, e fornecer subsidios para
medidas de conservacao in situ (FRANKEL et al., 1995; PEAKALL et al., 2003;
RENAU-MORATA et al., 2005; RIBEIRO & RODRIGUES, 2006; QUINTAL, 2009).

Desde o ano 2000, a Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical vem
realizando trabalhos de prospeccao genética no estado da Bahia, em 24
municipios baianos, 18 dos quais situados em regiao semiarida (Amargosa,
Andarai, Boa Vista do Tupim, Cabaceiras do Paraguacgu, lagu, Ipira, Itaberaba,
Itaeté, Itatim, Milagres, Santa Barbara, Santandpolis, Santa Teresinha, Santo
Estevao, Serra Preta, Serrinha, Tanquinho de Feira e Utinga) e seis em regido de
clima subumido (Coragao de Maria, Cruz das Almas, Irara, Muritiba, Sdo Gongalo
dos Campos e Sapeacgu), no sentido de localizar areas de ocorréncia, preservar,
caracterizar e avaliar genotipos de umbu-cajazeiras. Os materiais genéticos
coletados foram georeferenciados, estabelecendo-se uma colegdo in situ dos
mesmos. Avaliacdes preliminares foram realizadas nos frutos desses individuos,
no sentido de detectar gendtipos superiores em relagdo a caracteres
morfoagrondmicos. Aqueles que se destacaram a partir dessas analises, foram
clonados e compdéem o BAG Fruteiras Tropicais, atualmente com 26 acessos,
sendo 20 de umbu-cajazeiras, constituindo o primeiro banco de germoplasma
desta espécie no estado da Bahia. Recursos genéticos de Spondias também
estdo disponiveis em bancos ativos de germoplasma da Empresa Pernambucana
de Pesquisa Agropecuaria (IPA-PE) e da Empresa Estadual de Pesquisa
Agropecuaria da Paraiba S.A. (EMEPA-PB).
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MARCADORES MOLECULARES ISSR

Para assegurar o0 desenvolvimento de materiais genéticos
comprovadamente superiores, ferramentas baseadas no uso de marcadores
moleculares podem ser associadas ao melhoramento genético convencional, por
serem capazes de aumentar a velocidade de resposta dos programas
(CARNEIRO, 2002; FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

Um marcador molecular com grande potencial para a aplicagcdo em
programas de melhoramento genético é o ISSR (Inter Simple Sequence Repeats),
que se destaca devido ao elevado grau de polimorfismo, reprodutibilidade e baixo
custo (SALIMATH et al. 1995). Desenvolvido por Zietjiewicz et al. (1994) e
popularizado pelos trabalhos de Wolfe et al. (1998), este marcador contorna a
problematica da informagdo prévia das sequencias que flanqueiam os
microssatélites. Quando comparados com os marcadores RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA), os iniciadores ISSR sdo mais robustos, porque
apresentam maior superficie de ancoragem e possuem maiores temperaturas de
anelamento, aumentando a reprodutibilidades de seus produtos (TSUMURA et al.,
1996). Sdo marcadores dominantes, semiarbitrarios, amplificados via PCR
(Polymerase Chain Reaction) em presencga de oligonucleotideos complementares
para motivos de microssatélite, podendo ser ancorado no final 3 ou 5 com 1 a 4
bases de purina ou pirimidina (LIU & WENDEL, 2001; PATZAK, 2001; SOUZA et
al., 200%5) (Figura 3).
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Figura 3 - Esquema do desenho de primers ISSR (Inter Simple Sequence
Repeats) e da amplificacao (GIANFILLIPI, 2006).
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Marcadores ISSR tém sido usados em diversos estudos para analise da
variabilidade entre linhas hibridas de cultivares, complexos hibridos naturais e
variabilidade em genética de populagdes (WOLFE & LISTON, 1998; WOLFE et
al.1998; WOLFE & RANDLE, 2001; SOUZA et al., 2005; WOODS et al., 2005;
SLOTTA & PORTER, 2006; XIAO et al., 2006).

Costa et al. (2008), ao determinar um protocolo para analise de divergéncia
genética de Caricaceae, utilizando marcadores ISSR, concluiram que a técnica foi
eficiente no estudo de relagbes filogenéticas nesta familia. Os resultados
confirmaram a robustez da técnica em termos de repetibilidade e também sua
grande capacidade em gerar polimorfismos, com um numero bastante reduzido
de primers. Segundo Santos et al. (2009), estes marcadores revelaram ampla
variabilidade genética dentro e entre acessos de maracujazeiro (Passiflora spp.),

podendo ser usados com sucesso na caracterizagdo molecular de germoplasma.

ANALISE ESTATISTICA DA DIVERGENCIA GENETICA

Os métodos estatisticos que tém sido mais amplamente utilizados na
analise da divergéncia genética sdo os métodos de agrupamento hierarquicos ou
de otimizagdo. Dentre os métodos de agrupamento hierarquicos, os mais
utilizados pelos melhoristas em estudos de divergéncia genética, em diversas
espécies vegetais, sdo o do “Vizinho Mais Proximo” (Single Linkage Method) e o
método de UPGMA (Unweighted pair-group method with arighmetic average);
este ultimo vem sendo amplamente utilizado (CRUZ & REGAZZI, 2001). Em
relacdo aos métodos de otimizagéo, o mais usado é o de Tocher (RAO, 1952).

As técnicas de agrupamento dependem de uma medida de dissimilaridade
que, para variaveis quantitativas, pode ser a distancia euclidiana ou a de
Mahalanobis; a escolha de uma ou de outra distancia esta baseada na precisédo
experimental, sendo a distancia euclidiana média padronizada a mais empregada
na caracterizacdo de germoplasma de plantas perenes, onde os acessos estédo
sem casualizagdo e controle local (CRUZ & CARNEIRO, 2003; CRUZ et al.,
2004).

Outro aspecto a ser considerado na analise da divergéncia genética € que
nem todas as caracteristicas morfoagronémicas apresentam variagdo continua
(quantitativas) ou podem ser quantificadas por alguma escala métrica bem

definida. Este € o caso de algumas caracteristicas qualitativas ou também
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denominadas de multicategoricas (COIMBRA et al., 2001). Como exemplos desse
tipo de caracteristica podem ser citados alguns atributos que conferem qualidade
ao produto comercializado, como aqueles relacionados a forma, a coloragao, a
consisténcia, dentre outros. Neste caso, cada classe fenotipica distinta de um
mesmo carater recebe uma representacdo numeérica, para entao ser estimada a
dissimilaridade genética entre os gendtipos. Essa representacdo numérica das
classes fenotipicas de um dado carater compromete a utilizagdo da Distancia
Euclidiana média ou até mesmo da Distancia Generalizada de Mahalanobis como
medida de dissimilaridade. Isso ocorre porque ndo é correto afirmar que a
distancia genética entre dois individuos com representagdes numéricas mais
discrepantes, tais como 1 e 5, por exemplo, seja maior que a distancia genética
entre outros dois individuos com representacées numéricas mais proximas, tais
como 1 e 2 (CRUZ & CARNEIRO, 2003). Dessa forma, Cruz & Regazzi (2001)
sugerem a estimagdo de um indice de similaridade (si) para a analise de
conjuntos de dados referentes a caracteristicas multicategéricas. Os principais
indices de similaridades utilizados sdo o de coincidéncia simples (Ssy), o de
Jaccard (S,) e o de Dice (Sp). No entanto, na avaliacdo da divergéncia genética a
medida requerida é a dissimilaridade, que pode ser faciimente estimada pelo
complemento do indice de similaridade (di’). Os complementos aritméticos desses
coeficientes representam dissimilaridades (d = 1 - S), as quais tém propriedades
de distancias, sendo que a dissimilaridade obtida pelo complemento aritmético do
coeficiente de Dice (dp) também pode ser denominada de distédncia de Nei-Li
(REIF et al., 2005).

Para dados moleculares, onde se obtém uma matriz composta por dados
binarios, representados pelos numeros 0 (auséncia) e 1 (presenga de bandas),
aplicam-se os indices de similaridades que variam de 0 a 1, sendo as
dissimilaridades obtidas de seus complementos (CRUZ & CARNEIRO, 2003;
CRUZ et al., 2004; DIAS, 1998).

Porém, independente da variavel, se qualitativa, binaria ou multicategorica,
essas medidas sado frequentemente interpretadas e visualizadas por técnicas
multivariadas.

Os métodos multivariados empregados com frequéncia na visualizagédo e
interpretacdo da diversidade em plantas perenes compreendem: analises de

componentes principais, analises de agrupamentos e variaveis candnicas
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(ALVES, 2002; ARAUJO et al., 2002; BARROS, 1991; CASTELLEN et al.,2007;
CURY, 1993; DIAS, 1994; DIAS et al., 1997; MARTEL et al., 2003; MOURA, 2003;
SOUSA, 2003; STATON et al., 1994).

Contudo, na maioria das vezes, a anadlise e interpretagcdo das variaveis
quantitativas e qualitativas sao feitas separadamente devido a falta de modelos
matematicos que associem as informacgdes dos dados gerados pelos caracteres
agrondmicos (quantitativos) e morfolégicos e/ou moleculares (qualitativos) em
uma unica matriz de dados. Dessa maneira, verificam-se varias discrepancias em
relacdo aos agrupamentos e as inferéncias relativas a quantificagdo da
variabilidade genética entre os acessos de um banco de germoplasma. Para
contornar essa situagao, Gower (1971) propés uma metodologia para analise
combinada de variaveis quantitativas e qualitativas, de modo que valores da
matriz de distancia fiquem compreendidos entre 0 e 1, necessitando da
padronizagdo desses dados. Este método vem sendo utilizado na analise
conjunta de dados de germoplasma vegetal por varios autores (LEDO et al.,
2009a; LEDO et al.,, 2009b; MATTOS et al., 2010; OLIVEIRA et. al, 2009;
TSIVELIKAS et al., 2009).

Em fungdo do exposto, o presente trabalho apresenta como principais
objetivos:

a) avaliar a divergéncia genética entre acessos de umbu-cajazeira
pertencentes ao BAG Fruteiras Tropicais por meio de marcadores ISSR, a fim de
quantificar a variabilidade genética;

b) promover a analise simultdnea de caracteres quantititativos
(agronbémicos) e qualitativos (morfolégicos e moleculares) em acessos de umbu-

cajazeira.
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RESUMO: Grande parte da diversidade genética de fruteiras esta preservada em
bancos ativos de germoplasma (BAGs) de varias instituicbes de pesquisa e
ensino no pais. Quantificar essa variabilidade genética é fundamental para avaliar
o comportamento dessas espécies e assim identificar recursos genéticos de
grande valor, tanto aqueles passiveis de ser diretamente introduzidos em
sistemas de producgao de frutos, como aqueles cujo emprego seja importante em
programas de melhoramento genético. O objetivo deste trabalho foi caracterizar a
variabilidade genética entre acessos de umbu-cajazeira pertencentes ao Banco
Ativo de Germoplasma de Fruteiras Tropicais da Embrapa Mandioca e Fruticultura
Tropical, por meio de marcadores moleculares ISSR (Inter Simple Sequence
Repeat). Foram analisados 17 acessos de umbu-cajazeira, os quais produziram
um total de 249 bandas, sendo 201 bandas polimérficas e 48 bandas
monomorficas. As dissimilaridades genéticas entre os acessos variaram de 0,247
a 0,665. O método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Average) agrupou os
acessos em cinco grupos, sendo que ‘Preciosa’ e ‘Suprema’ foram os acessos
mais similares. A maior dissimilaridade foi observada entre os acessos
‘Esperanga’ e ‘Pomar’. O alto grau de polimorfismo encontrado demonstrou a
eficiéncia dos marcadores ISSR, indicando que estes podem ser utilizados com
sucesso na caracterizagao molecular de germoplasma e em futuros trabalhos de
melhoramento genético dessa frutifera. Existe consideravel variabilidade genética
entre os acessos de umbu-cajazeira presentes no BAG Fruteiras Tropicais, que

pode ser explorada para conservagao e melhoramento da espécie.

Palavras-chave: Spondias sp., marcadores moleculares, divergéncia genética.
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ABSTRACT: A large part of the genetic diversity of fruit crops is preserved in
active germplasm banks (AGB) of several research and teaching institutions in the
country. To quantify that genetic variability is fundamental to evaluate the behavior
of those species and, in this way, to identify genetic resources of great value,
either those possible to be introduced directly in fruit production systems, as those
whose use is important in genetic breeding programs. The objective of this study
was to characterize the genetic variability among accessions of umbu-cajazeira
(Spondias sp.) from the Active Germplasm Bank of Tropical Fruits of Embrapa &
Tropical Fruits, using ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) markers. Seventeen
accessions of umbu-cajazeira were analyzed, which produced a total of 249
bands, out of which 201 were polymorphic bands and 48 bands were
monomorphic. The genetic dissimilarity among accessions ranged from 0,247 to
0,665. The UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Average) method grouped
the accessions into five groups, showing that ‘Preciosa’ and ‘Suprema’ were the
most similar accessions. The greatest dissimilarity was observed between the
accessions ‘Esperanca’ and ‘Pomar’. It was found a high degree of polymorphism,
which demonstrates the efficiency of ISSR markers, indicating that these can be
successfully used for molecular germplasm characterization and in future breeding
studies with this fruit crop. There is considerable genetic variability among the
umbu-cajazeira accessions of the Active Germplasm Bank of Tropical Fruits,

which can be used for conservation and cultivar improvement.

Key-words: Spondias sp., molecular markers, genetic divergence.
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INTRODUGAO

A umbu-cajazeira (Spondias sp.), também denominada de caja-umbuzeiro,
€ uma arvore pertencente a familia Anacardiaceae Lindl., género Spondias L., que
ocorre ao lado do umbuzeiro (S. tuberosa Arruda Cémara) no semiarido
nordestino (CARVALHO et al., 2008). Apresenta caracteristicas de planta xerdfita,
encontrada em plantios desorganizados, disseminados nos estados do Nordeste
(SILVA, 2008) e que possui boas perspectivas de aproveitamento econémico dos
seus frutos (RITZINGER et al., 2008).

A Caatinga € um ecossistema que, apesar da rica diversidade de espécies
vegetais adaptadas as condigdes de estresse hidrico, tem sido objeto de poucos
trabalhos de prospeccgédo e conservagao da sua variabilidade genética, sendo o
Semiarido uma das regides mais degradadas do Brasil (SANTOS, 2007). Um dos
principais fatores de degradacdo da Caatinga ocorreu e tem ocorrido com o
pastejo e, muitas vezes, com o sobrepastejo em fundos de pastos, por animais
domésticos (EMBRAPA, 2000).

Varias espécies arbdreas, dentre elas gendtipos de umbu-cajazeiras, vém
sendo eliminadas, gradativamente, reduzindo seu patriménio genético (SOUZA,
2001; CARVALHO et al., 2002). Diante da importédncia da umbu-cajazeira como
recurso genético, € necessario conservar seu germoplasma remanescente,
visando assegurar sua exploragao racional e continua disponibilidade as futuras
geragdes, com equilibrio ambiental (GIACOMETTI, 1993). Portanto, um dos
grandes desafios para a preservagdo dos recursos genéticos de espécies
vegetais do semiarido € a estratégia de definicdo de locais de amostragem,
tamanho das amostras e formas de conservagdo, tanto in situ (areas de
preservacdo ambiental, parques e fazendas), como ex situ (bancos de
germoplasma) e in vitro (colegcbes de sementes em camaras frias) (SANTOS,
2007).

Neste contexto, a andlise da variabilidade genética de espécies nativas,

como a umbu-cajazeira, passou a ter um papel de destaque na definicdo de
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estratégias de conservacdo e manejo de populagbes naturais (RIBEIRO &
RODRIGUES, 2006). Sua descricdo e distribuicdo sido fundamentais ao
estabelecimento de medidas visando a conservacao eficiente (MOURA, 2005),
como também no que concerne a obtencao de variabilidade genética suficiente
para a imposi¢cao de processos seletivos que efetivamente resultem em ganhos
genéticos significativos (BERNARDO, 2002).

Os marcadores moleculares permitem compreender e organizar a
variabilidade genética de um programa de melhoramento de forma unica,
acessando a variabilidade em nivel de DNA, sem os inconvenientes de influéncias
do meio ambiente, contribuindo no processo de caracterizagdo e selecdo de
genotipos superiores (MILACH, 1998). Neste aspecto, um marcador molecular
com grande potencial para a aplicagdo em programas de melhoramento genético
€ o ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) (ZIETKIEWICZ et al., 1994), que se
baseia na amplificagdo de regides entre sequéncias microssatélites adjacentes do
DNA via PCR (Polymerase Chain Reaction) e se destaca devido ao elevado grau
de polimorfismo, reprodutibilidade e baixo custo (SALIMATH et al., 1995), além de
nao exigir um conhecimento prévio do genoma (GONZALEZ et al., 2002).

Desde o ano 2000, a Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical vem
realizando trabalhos de prospeccdo genética no estado da Bahia, em 24
municipios baianos, 18 dos quais situados em regiao semiarida (Amargosa,
Andarai, Boa Vista do Tupim, Cabaceiras do Paraguacgu, lagu, Ipira, Itaberaba,
Itaeté, Itatim, Milagres, Santa Barbara, Santandpolis, Santa Teresinha, Santo
Estevao, Serra Preta, Serrinha, Tanquinho de Feira e Utinga) e seis em regido de
clima subumido (Coragao de Maria, Cruz das Almas, Irara, Muritiba, Sdo Gongalo
dos Campos e Sapeacgu), no sentido de localizar areas de ocorréncia, preservar,
caracterizar e avaliar genotipos de umbu-cajazeira. Os materiais genéticos
coletados foram georeferenciados, estabelecendo-se uma colegdo in situ dos
mesmos. Avaliagdes preliminares foram realizadas nos frutos desses individuos,
no sentido de detectar gendtipos superiores em relagcdo a caracteres
morfoagrondmicos. Aqueles que se destacaram com base nessas analises, foram
clonados e compdem o Banco Ativo de Germoplasma de Fruteiras Tropicais da
Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical - BAG Fruteiras Tropicais, atualmente
com 26 acessos, sendo 20 de umbu-cajazeiras, constituindo o primeiro banco de

germoplasma desta espécie no estado da Bahia. Recursos genéticos de Spondias
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também estdo disponiveis em bancos ativos de germoplasma da Empresa
Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria (IPA-PE) e da Empresa Estadual de
Pesquisa Agropecuaria da Paraiba S.A. (EMEPA-PB).

Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar a divergéncia entre
acessos de umbu-cajazeira pertencentes ao BAG Fruteiras Tropicais por meio de
marcadores ISSR, a fim de quantificar sua variabilidade genética.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Virologia e Biologia Molecular
da Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical. Foram utilizados 17 acessos de
umbu-cajazeiras pertencentes ao BAG Fruteiras Tropicais da Embrapa Mandioca
e Fruticultura Tropical, em Cruz das Almas, Bahia (Tabela 1). A Figura 1 ilustra os
locais de prospeccéo dos acessos de umbu-cajazeira no estado da Bahia.

Para a extragdo de DNA utilizou-se 150 mg de folhas coletadas a partir dos
primordios foliares das plantas. O protocolo adotado para extragao foi adaptado a
partir do método de CTAB (Cethyltrimethyllammonium Bromide), no tampao de
extragdo descrito por Ferreira & Grattapaglia (1998). A quantificagcdo do DNA foi
feita por meio de andlise visual comparativa das amostras em gel de agarose
0,8% (p/v), corado com brometo de etidio, que foram diluidas em TE (10 mM Tris-
HCfe 1 mM EDTA, pH 8) e padronizadas em 10 ng uL .

Uma pré-selecdo com 95 iniciadores ISSR foi realizada nos seis acessos
de umbu-cajazeiras mais divergentes com base em algumas caracteristicas
fisicas, quimicas e fisico-quimicas de frutos. Os iniciadores que apresentaram
bandas mais nitidas foram os selecionados, num total de 50. Apds essa etapa,
foram escolhidos os iniciadores que permitiram a obtencédo de fragmentos de alta
intensidade e a presenca de polimorfismo, totalizando 25, os quais foram
utilizados em todos os acessos estudados.

As reagdes de amplificagdo foram realizadas em volume de 15 L,
contendo: 12 ng de DNA, 20 mM de Tris-HC! (pH 8,4), 50 mM de KCt, 0,3 mM dos
iniciadores, 1,5 ou 2,5 mM de MgC#t,, 0,25 mM de dNTPs e 0,75 U de Tag DNA
Polimerase. O programa de amplificacao foi feito em termociclador Perkin Elmer

modelo 9700 e constou de uma etapa a 94°C por 4 min, seguida de 35 ciclos de
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94°C por 40 s, anelamento de 48, 50 ou 52°C por 40s e 72°C por 1 min, com
extensao final de 72°C por 2 min. Os produtos da amplificacdo foram separados
por eletroforese horizontal (120 V, por 3h30min) em gel de agarose 2,5% (p/v).
Apds a eletroforese, o gel foi exposto a luz ultravioleta e fotografado em
equipamento de fotodocumentacdo Gel-Doc 1.000 (BioRad, CA, USA). Os
produtos amplificados foram avaliados como auséncia (0) e presencga (1).

A dissimilaridade genética entre os 17 acessos foi calculada a partir do
complemento do coeficiente de Jaccard. As dissimilaridades genéticas foram
utiizadas para a analise de agrupamento dos acessos pelo método UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method Average), por meio do software NTSYS-pc
(ROHLF, 2000). Foi calculado o coeficiente de correlagado cofenética (CCC) entre
a matriz de dissimilaridades genéticas e a matriz dos valores cofenéticos, a fim de
verificar a consisténcia do agrupamento. Valores de CCC acima de 0,8 indicam
boa representatividade entre as distdncias (BUSSAD et al., 1990). A analise de
reamostragem (bootstrap) também foi realizada a fim de verificar se o numero de
marcadores foi suficiente para determinar com precisdo as estimativas de

dissimilaridade genética entre os acessos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi constatada a existéncia de alta variabilidade genética entre os acessos
de umbu-cajazeira avaliados.

Ressalta-se que até o momento, nenhum estudo foi publicado sobre o uso
de marcadores moleculares ISSR para estimar a diversidade genética em umbu-
cajazeira.

Os 25 iniciadores ISSR selecionados (Tabela 2) permitiram a obtencao de
249 fragmentos amplificados. O numero de fragmentos por iniciador variou entre
cinco e dezesseis, mas, em média, foram obtidos dez fragmentos. Dos 249
fragmentos, 80% geraram polimorfismo, com média de oito bandas polimérficas
por iniciador.

Por meio da andlise de reamostragens foi possivel identificar que 160
bandas foram suficientes para uma precisa estimativa da divergéncia genética

entre os 17 acessos de umbu-cajazeira (Figura 2). A correlacdo entre a matriz
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considerando todas as 201 bandas e a matriz com 160 bandas foi de 0,98, com
soma dos quadrados dos desvios (SQq) de 0,07 e valor de estresse (E) de 0,05.
Kruskal (1964) relata que um valor de E<0,05 é indicativo de uma excelente
precisao nas estimativas.

Neste trabalho, a alta média de fragmentos por iniciador e a baixa
porcentagem de iniciadores monomorficos evidenciaram a alta variabilidade
genética intraespecifica dos acessos de umbu-cajazeira analisados e, também,
mostrou a validagao dos iniciadores ISSR testados, os quais serdo utilizados na
caracterizagdo de gendtipos e em estudos de estrutura de populagdes, a fim de
direcionar o programa de conservagao, manejo e melhoramento da espécie. A
Figura 3 ilustra o padréao eletroforético obtido pelo iniciador TriCGA3’'RC.

Oliveira et al. (2009), ao estudar a variabilidade genética de 13 gendtipos
de cajazeira (S. mombin L.), utilizando sete marcadores ISSR, identificaram de
um total de 71 bandas, 43 fragmentos polimérficos, sendo que o numero de
bandas polimérficas por iniciador variou de quatro a nove. A média de
dissimilaridade encontrada entre os gendtipos avaliados foi de 92%,
demonstrando alta variabilidade genética, que podera ser explorada em trabalhos
de melhoramento com esses gendtipos de cajazeira.

As dissimilaridades genéticas, entre os 17 acessos de umbu-cajazeira,
variaram de 0,247 a 0,665 (Tabela 3). Verificou-se que o menor grau de
dissimilaridade deu-se entre os acessos ‘Preciosa’ e ‘Suprema’ (0,247), enquanto
0s mais distantes (maxima dissimilaridade) foram ‘Esperancga’ e ‘Pomar’ (0,665).

O resultado da andlise de correlagdo cofenética demonstrou uma
associagao de 83% entre as distancias obtidas pelo coeficiente de Jaccard (matriz
de dissimilaridade) e as representadas no dendrograma (matriz cofenética). O
valor cofenético encontrado foi alto (r = 0,83, P < 0.0001, 10.000 permutagdes) e
adequado, ja que valores de r = 0,56 sao considerados ideais, o que reflete boa
concordancia com os valores de similaridade genética (VAZ PATTO et al., 2004).
Amorim et al. (2009), trabalhando com diploides melhorados de banana (Musa
spp.), encontraram um valor de correlagdo cofenético de 0,70 no dendrograma
gerado pelo método UPGMA, o qual consideraram alto e adequado.

Por meio do dendrograma da divergéncia genética dos acessos de umbu-
cajazeira, com base em marcadores ISSR (Figura 4), é possivel observar a

formagao de cinco agrupamentos principais, tomando-se como ponto de corte a
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distancia média de 0,44: o grupo | com trés acessos [Suprema’ (BFT001 —
Itaberaba), ‘Ouro’ (BFT002 — Santa Teresinha) e ‘Princesa’ (BFT003 — lagu)]; o
grupo Il composto por dez acessos [‘Esperanga’ (BFT004 — Itaberaba), ‘Pomar’
(BFTO05 - lagu), ‘Primavera I’ (BFTO07 — Tanquinho de Feira), ‘Primavera II’
(BFTO08 — Tanquinho de Feira), ‘Pingo de mel’ (BFTO09 - Santa Barbara),
‘Aurora’ (BFT006 — Cruz das Almas), ‘Favo de mel (BFT011 — Itaberaba), ‘Boa
Vista’ (BFT013 — Boa Vista do Tupim), ‘Preciosa’ (BFT012 — Itaberaba), ‘Monte
Castelo’ (BFT 14 — Itaberaba)]; o grupo Il formado por um acesso [‘Santa
Barbara’ (BFT010 — Santa Barbara)]; o grupo IV com um acesso [‘Gigante de
Santa Barbara’ (BFT020 - Itaberaba)] e o grupo V com dois acessos
[Tendas’(BFT021 - Cabaceiras do Paraguagu) e ‘Brandao’ (BFT022 — Itaberaba)].

Esses resultados refletem a alta variabilidade genética dos acessos
estudados, tanto intra como entre grupos. Estudos de diversidade sugerem que
ha uma tendéncia em germoplasma de plantas arboreas e arbustivas, alégamas
ou autégamas, com alta taxa de alogamia, apresentar alto polimorfismo
(OLIVEIRA et al., 2007).

Lira Junior et al. (2008), ao estudar a variabilidade genética de um banco
de germoplasma de caja-umbuzeiro na Zona da Mata de Pernambuco, através da
eletroforese de isoenzimas, concluiram que a maioria dos gendtipos apresentou
alta similaridade genética, possivelmente devido ao alto grau de parentesco
constatado, recomendando novas introducdes no Banco Ativo de Germoplasma
de Caja-umbuzeiro da Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria.

Dessa forma, ha a possibilidade de se obter ganhos genéticos significativos
com o emprego de alguns dos acessos do BAG Fruteiras Tropicais em futuros
programas de melhoramento. Tem sido reportada na literatura a possibilidade de
espécies tradicionalmente multiplicadas via assexual apresentarem-se mais
uniformes em localidades préximas, desde quando gendtipos com caracteristicas
superiores passam a ser cultivados de forma preferencial pelos agricultores,
sendo difundidos, chegando a dominar em determinadas localidades. No entanto,
mesmo em areas proximas constata-se a existéncia de consideravel diversidade
que nao deve ser apenas reflexo de efeito ambiental, mas de origem genética,
provavelmente em virtude da ocorréncia de reproducao sexuada (CARVALHO,
2006; SOUZA, 2008), ou da manifestagdo de mutagdes naturais e a existéncia de

hibridos entre as Spondias confirma as afirmag¢des de Santos et al. (1999) que
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mencionam a existéncia de plantas, em condi¢cdes naturais, gpresentando
caracteres intermediarios entre algumas espécies do género, o que indica ndo
apenas a viabilidade de cruzamentos naturais, mas também a presencga de fracas
barreiras de incompatibilidade dentro do género (SOUZA, 2008).

O fato da umbu-cajazeira ser uma frutifera ainda em domesticagao explica
a elevada variabilidade genética existente entre os acessos, o que possibilita a
identificagdo de gendtipos com boa possibilidade de exploragdo comercial, assim
como em programas de melhoramento genético. Contudo, torna-se necessario
ampliar a area de coleta e aumentar o numero de gendétipos prospectados a fim
de se obter informagdes em relagdo aos mecanismos evolutivos e ecoldgicos
envolvidos, como selegdao natural e fluxo génico, de forma a se entender a
dindmica populacional desta espécie, ainda pouco estudada, maximizando a
escolha de gendtipos contrastantes que serdo utilizados em programas de
melhoramento e, também, auxiliando na definicdo de estratégias de manutengao
e conservacao da espécie, principalmente na escolha dos individuos e das areas

de preservacao in situ.

CONCLUSOES

Existe variabilidade genética entre os acessos de umbu-cajazeira
presentes no BAG Fruteiras Tropicais, que pode ser explorada para conservagao
e melhoramento da espécie, visto que nado foram observados acessos com alta
similaridade genética, que poderiam representar duplicatas.

Os marcadores ISSR demonstram eficiéncia na deteccao de polimorfismos
moleculares em umbu-cajazeira, revelando alta variabilidade genética entre
acessos, podendo ser usados com sucessoO na caracterizagdo molecular de
germoplasma e em futuros trabalhos de conservagdo e melhoramento dessa

frutifera.
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Tabela 1. Acessos de umbu-cajazeira (Spondias sp.) utilizados, pertencentes ao
Banco Ativo de Germoplasma de Fruteiras Tropicais da Embrapa Mandioca e
Fruticultura Tropical. Cruz das Almas-BA, 2009.

N° IAcesso Cédigo Procedéncia (BA) Longitude Latitude

1 Suprema BFT001 Itaberaba 40°12'04,3"W  12°27'28,8"S
2 Ouro BFT002 Santa Teresinha 39°31'14,2"W  12°40'0,40"S
3 Princesa BFT003 lagu 39°52'15,0"W  12°43'32,1"S
4 Esperanca BFT004 Itaberaba 40°18'32,1"W  12°31'01,5"S
5 Pomar BFT005 lagu 39°52'03,7"W  12°44'05,6"S
6 Aurora BFT006 Cruz das Almas 39°09'25,9"W  12°39'17,1"S
7 Primavera | BFT007 Tanquinho de Feira 39°08'37,7"W  11°57'47,7"S
8 Primavera | BFT008 Tanquinho de Feira 39°08'38,7"W  11°57'50,4"S
9 Pingo de mel BFT009 Santa Barbara 38°58'28,8"W  11°52'46,1"S
10 Santa Barbara BFTO010 Santa Barbara 38°58'16,5"W 11°57'43"S
11 Favo de mel BFTO11 Itaberaba 40°08'46,2"W  12°27'13,7"S
12 Preciosa BFT012 Itaberaba 40°15'47,2"W  12°30'13,8"S
13 Boa Vista BFT013 Boa Vista do Tupim 40°34'16,2"W  12°38'22,4"S
14 Monte Castelo BFTO014 Itaberaba 40°16'55,3"W  12°31'12,7"S
15 Gigante de Sta Barbara BFT020 Santa Barbara 38°58'16,5"W 11°57'43"S
16 [Tendas BFT021 Cabaceiras do Paraguacu 39°12'49,3"W  12°35'569,4”S
17 Brandao BFT022 Itaberaba 40°18'26,8"W  12°32'0,08"S

FONTE: Dados da pesquisa.
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Figura 1. Locais de prospecgao de acessos de umbu-cajazeira (Spondias sp.) no
estado da Bahia. Cruz das Almas - BA, 2009.
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Iniciadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) utilizados na

amplificacdo de acessos de umbu-cajazeira (Spondias sp.), com suas respectivas
temperaturas de anelamento (T,,), numero total de bandas com alta intensidade
(NTB), numero de bandas polimérficas (NBP) e percentagem de polimorfismo.
Cruz das Almas-BA, 2009.

Ncl)n_1e do Sequéncia Polimorfismo
Iniciador dq . Tm (°C) NTB NBP (%)
Iniciador*®
DICA3'YG (CA)YG 48 8 5 63
DICA5'CR CR(CA)g 50 12 6 50
DICA5'CY CY(CA)g 50 10 6 60
DIGA3'C (GA)C 50 11 9 82
DIGA3'RC (GA)RC 50 10 10 100
DIGA3'T (GA)T 50 14 14 100
DIGA5’CR CR(GA)s 50 13 12 92
TriCAC3'RC (CAC)sRC 50 7 5 71
TriGTG (GTG)s 50 6 4 67
TriGTG3'YC (GTG)sYC 52 8 6 75
TriGTG5'CY CY(GTG)s 52 13 13 100
THTGT3'RC (TGT)sRC 48 5 5 100
THTGT5'CY CY(TGT)s 50 10 10 100
TrAAC3'RC (AAT)5RC 48 12 7 58
TriAAG3'RC (AAG)sR 48 7 7 100
THATG3'RC (ATG)5RC 48 10 10 100
TrIACA3'RC (ACA)sRC 48 11 9 82
TrAGG3'RC (AGG )5RC 52 16 14 88
TriTCA3'RC (TCA)sR 50 13 12 92
THTCT3RC (TCT)5RC 50 7 6 86
TriTCC3'RC (TCC)sRC 50 7 3 43
TriTGA3'RC (TGA)sRC 50 12 8 67
TriCAT3'RC (CAT)sRC 50 8 7 88
TriCGA3'RC (CGA)5RC 50 8 5 63
TriGAA3'RC (GAA)sR 50 11 8 73
TOTAL - 249 201 -
MEDIA - 10 8 80

*R=A,GY=CT

FONTE: Dados da pesquisa.
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Figura 2. Analise de reamostragem para uma precisa estimativa da variabilidade
genética em acessos de umbu-cajazeira (Spondias sp.), por meio de marcadores
ISSR (Inter Simple Sequence Repeats). Cruz das Almas-BA, 2009.

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Figura 3 - Produtos da amplificagdo ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) de 17
acessos de umbu-cajazeira (Spondias sp.) gerados pelo iniciador TriCGA3'RC. M =
marcador de peso molecular (Ladder 100 pb New England); 1= Suprema; 2= Ouro; 3=
Princesa; 4= Esperanca; 5= Pomar; 6= Aurora; 7= Primavera |; 8= Primavera II; 9= Pingo
de mel; 10= Santa Barbara; 11= Favo de mel; 12= Preciosa; 13= Boa Vista; 14= Monte
Castelo; 15= Gigante de Santa Barbara; 16= Tendas e 17= Brandao. Cruz das Almas-BA,
2009.
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Figura 4. Dendrograma representativo da divergéncia genética entre os 17
acessos de umbu-cajazeira (Spondias sp.), obtido pelo método UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean), utilizando o complemento
aritmético do indice de Jaccard como medida de dissimilaridade, com base em
marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeats). Cruz das Almas-BA, 2009.
Valor cofenético = 0,83.
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CAPITULO 2

ANALISE SIMULTANEA DE CARACTERES QUANTITATIVOS E
QUALITATIVOS EM ACESSOS DE UMBU-CAJAZEIRA '

1Artigo a ser submetido ao Comité Editorial do periddico cientifico Pesquisa Agropecuaria

Brasileira
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ANALISE SIMULTANEA DE CARACTERES QUANTITATIVOS E
QUALITATIVOS EM ACESSOS DE UMBU-CAJAZEIRA

Autora: Ivonilda Barbosa Brito Santana

Orientadora: Prof2. Dr?. Maria Angélica Pereira de Carvalho Costa
Co-orientador: Dr. Walter dos Santos Soares Filho
Co-orientador: Prof. Dr. Ricardo Franco Cunha Moreira

RESUMO: A analise simultdnea de caracteres qualitativos e quantitativos tem
sido apontada como uma ferramenta util na estimativa da diversidade genética
entre acessos de uma colecdo de germoplasma. O objetivo deste trabalho foi
avaliar frutos coletados de oito plantas matrizes de umbu-cajazeira, durante a
safra de margo a junho de 2009, representantes dos seguintes acessos presentes
no Banco Ativo de Germoplasma de Fruteiras Tropicais da Embrapa Mandioca e
Fruticultura Tropical: ‘Aurora’, ‘Esperanga’, ‘Favo de Mel’, ‘Preciosa’, ‘Princesa’,
‘Santa Barbara’, ‘Suprema’ e ‘Tendas’, usando 15 caracteres morfoagronémicos e
201 marcas polimorficas de ISSR (Inter Simple Sequence Repeat). O algoritmo de
Gower foi usado para gerar a matriz de distdncia genética e como método de
agrupamento o UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean). A
similaridade genética média foi de 0,50 e oscilou de 0,24 (acessos ‘Favo de mel’ e
‘Preciosa’) a 0,54 (‘Preciosa’ e ‘Princesa’ e ‘Preciosa’ e ‘Tendas’), o que mostra a
existéncia de ampla variabilidade genética entre os acessos. Assumindo-se como
ponto de corte no dendrograma a distancia média, foi formado um unico grupo. A
divergéncia genética observada pelos resultados neste estudo pode ser utilizada
para nortear futuras agdes de programa de melhoramento genético desta fruteira.
O uso do algoritmo de Gower foi eficiente em promover um maior conhecimento

da diversidade genética entre os acessos de umbu-cajazeira.

Palavras-chave: Spondias sp., analise univariada e multivariada, algoritmo de

Gower.
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COMBINED ANALYSIS OF QUANTITATIVE AND QUALITATIVE TRAITS IN
UMBU-CAJAZEIRA ACCESSIONS

Author: Ivonilda Barbosa Brito Santana

Adviser: DSc. Maria Angélica Pereira de Carvalho Costa
Co-adviser: DSc. Walter dos Santos Soares Filho
Co-adviser: DSc. Ricardo Franco Cunha Moreira

ABSTRACT: The combined analysis of qualitative and quantitative traits has been
pointed out as an useful tool in the estimate of the genetic diversity among
accessions of a germplasm collection. The objective of this work was to evaluate
fruits collected from eight umbu-cajazeira genotypes, in the period of March to
June of 2009, relative to the following accessions of the Active Germplasm Bank
of Tropical Fruits of Embrapa & Tropical Fruits: 'Aurora’, 'Esperanga’, 'Favo de
Mel', 'Preciosa’, 'Princesa’, 'Santa Barbara', 'Suprema’' and 'Tendas', using 15
morphoagronomic traits and 201 polymorphic ISSR (Inter Simple Sequence
Repeat) bands. The algorithm of Gower was used to generate the genetic distance
matrix and UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) was
used as the grouping method. The mean genetic similarity was 0.50, ranging from
0.24 (accessions 'Favo de Mel' and 'Preciosa’) to 0.54 (‘Preciosa’ and 'Princesa’,
and 'Preciosa' and 'Tendas'), what shows the existence of wide genetic variability
among the accessions. Assuming as the cutting point in the dendrogram the
medium distance, a single group was formed. The genetic divergence observed
through the results of this study can be used to direct future actions regarding the
breeding program of this fruit crop. The use of the algorithm of Gower was efficient
in promoting a larger knowledge of the genetic diversity among the umbu-cajazeira

accessions.

Key-words: Spondias sp., univariate and multivariate analysis, algorithm of

Gower.
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INTRODUGAO

O Brasil esta entre os trés maiores produtores de frutas do mundo, tendo
em seu territério imensas areas com aptiddo edafoclimatica para fruticultura
(IBGE, 2008). Cada hectare plantado com fruticultura gera em média dois
empregos diretos (EMBRAPA, 2008).

O Nordeste brasileiro destaca-se como grande produtor de frutos tropicais,
incluindo frutas nativas, em virtude das condi¢des climaticas prevalecentes. A
fruticultura, nessa regido, constitui atividade econémica bastante promissora,
devido ao sabor e aroma peculiar dos frutos nela produzidos e a sua enorme
diversificagao (SILVA, 2008). Dentro deste contexto, destacam-se as espécies do
género Spondias (L.), como umbuzeiro (S. tuberosa Arruda Camara) e cajazeira
(S. mombin L.) e, particularmente, a umbu-cajazeira (Spondias sp.), cujo
reconhecimento como fruteira de expressao econbmica € fato recente, ja
ultrapassando, porém, as fronteiras nordestinas, dado que é comercializada em
grandes capitais brasileiras de outras regides (OLIVEIRA et al., 2002).

Pertencente a familia Anacardiaceae, a umbu-cajazeira € uma frutifera
nativa do Nordeste brasileiro, ainda em fase de domesticacdo, que apresenta
acentuada variabilidade em funcdo das variagbes morfologicas entre frutos
(PIRES, 1990; SANTOS, 1996; LIMA et al., 2002, CARVALHO et al., 2008).
Ocorre espontaneamente no semiarido brasileiro (SILVA JUNIOR et al., 2004) e
seus frutos apresentam ampla perspectiva de aproveitamento agroindustrial,
porém como sua exploracdo acontece apenas de forma extrativista, estes séo
preferencialmente consumidos in natura ou na forma de suco, picolé e sorvete
(LIMA et al., 2002; CARVALHO et al., 2008; RITZINGER et al., 2008).

O consumidor de fruta fresca procura por frutos de boa aparéncia, sendo o
tamanho e a coloragao fatores importantes (ANDRADE et al., 2008). O consumo
de frutas na alimentagdo humana tem deixado de ser somente um prazer, sendo

hoje considerada uma necessidade, dadas as boas caracteristicas que as
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mesmas tém para a saude e bem-estar do homem. As frutas sdo excelentes
fontes de energia, carboidratos, vitaminas, minerais e produtos com propriedades
bioativas, além de proporcionarem variedade e sabor a dieta, constituindo parte
importante desta (ALVES et al., 2006).

O melhoramento genético de espécies frutiferas visa ao atendimento de
exigéncias do mercado consumidor, principalmente no que tange a qualidade de
frutos (BRAGA et al., 2006). Portanto, a caracterizagao fisico-quimica de frutos de
acessos de espécies frutiferas é de inquestionavel valor na fase de seu pré-
melhoramento genético, visto que sao quantificadas propriedades organolépticas
de frutos de gendtipos com potencial de uso per se bem como em futuros
programas de melhoramento genético (SANTANA et al., 2009). Caracterizacéo
agrondmica, fisica e fisico-quimica de frutos, aliada com a estimativa da
variabilidade genética usando marcadores moleculares é fundamental para a
selecdo de parentais para cruzamentos, a fim de explorar sua heterose e
desenvolver cultivares superiores (MATTOS et al., 2010).

Implantado em 2004, O Banco Ativo de Germoplasma de Fruteiras
Tropicais da Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical (BAG Fruteiras Tropicais),
conta atualmente com 26 acessos, sendo 20 de umbu-cajazeiras, constituindo o
primeiro banco de germoplasma desta espécie no estado da Bahia. Os materiais
coletados através da prospecg¢ao genética no estado da Bahia, em 24 municipios,
18 dos quais situados em regido semiarida (Amargosa, Andarai, Boa Vista do
Tupim, Cabaceiras do Paraguacgu, lagu, lpira, Itaberaba, Itaeté, Itatim, Milagres,
Santa Barbara, Santandpolis, Santa Teresinha, Santo Estevao, Serra Preta,
Serrinha, Tanquinho de Feira e Utinga) e seis em regidao de clima subumido
(Coracédo de Maria, Cruz das Almas, Irara, Muritiba, Sdo Gongalo dos Campos e
Sapeagu), foram georeferenciados, estabelecendo-se uma coleg¢do in situ dos
mesmos. Avaliacdes preliminares foram realizadas nos frutos desses individuos,
no sentido de detectar gendtipos superiores em relagdo a caracteres
morfoagrondmicos. Aqueles que se destacaram a partir dessas analises foram
clonados, compondo o BAG Fruteiras Tropicais. Recursos genéticos de Spondias
também estdo disponiveis em bancos ativos de germoplasma da Empresa
Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria (IPA-PE) e da Empresa Estadual de
Pesquisa Agropecuaria da Paraiba S.A. (EMEPA-PB).
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Na avaliagdo da variabilidade genética existente nos bancos de
germoplasma, analises multivariadas sdo instrumentos Uteis para a
caracterizacdo de germoplasma (CRUZ et al., 2004). Gower (1971) propb6s uma
metodologia para analise combinada de variaveis quantitativas e qualitativas, de
modo que valores da matriz de distancia figuem compreendidos entre 0 e 1,
necessitando da padronizacédo desses dados.

O objetivo deste trabalho foi promover a andlise simultdnea de caracteres
quantitativos (agrondmicos) e qualitativos (morfoldgicos e moleculares) em

acessos de umbu-cajazeira.

MATERIAIS E METODOS

CARACTERIZACAO DA AREA EXPERIMENTAL

O experimento foi conduzido no Laboratério de Fisiologia Vegetal e Pds-
colheita e no Laboratério de Virologia e Biologia Molecular da Embrapa Mandioca
e Fruticultura Tropical, no periodo de margo a junho de 2009.

A Unidade esta localizada no municipio de Cruz das Almas - Bahia, nas
coordenadas geograficas 12°40'39” de latitude S e 39°06'23” de longitude O,
numa altitude de 226 metros. O clima da regido, segundo a classificacédo de
Kdppen, é caracterizado por uma zona de transi¢ao entre as zonas Am (clima
quente e umido com pequena estagcdo seca) e Aw (clima quente e umido com
chuvas de verao). A precipitacéo pluvial média anual é de 1.224 mm, temperatura
média anual de 24°C e umidade relativa do ar de 80% (EMBRAPA, 2008).

MATERIAL EXPERIMENTAL

As avaliagcdes foram realizadas em frutos coletados de oito plantas
matrizes de umbu-cajazeira, representantes dos seguintes acessos presentes no
BAG Fruteiras Tropicais: ‘Aurora’, ‘Esperanca’, ‘Favo de Mel’, ‘Preciosa’,
‘Princesa’, ‘Santa Barbara’, ‘Suprema’ e Tendas’ (Tabela 1). Esses acessos
foram selecionados a partir de prospecgdes feitas no estado da Bahia (Figura 1),
particularmente em areas do semiarido, conforme mencionado na parte
introdutéria deste capitulo. Tal selegdo baseou-se em avaliagbes preliminares

realizadas em anos anteriores (2000-2008).
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Os frutos, em média de 50, foram coletados diretamente no solo, no
estadio maduro, integros, sendo acondicionados em sacos plasticos e
identificados, colocados em caixas de isopor e posteriormente levados ao
Laboratério de Tecnologia de Alimentos da Embrapa Mandioca e Fruticultura
Tropical, onde foram mantidos congelados em freezer doméstico a

aproximadamente 20°C até o momento das analises.

CONDUCAO DOS EXPERIMENTOS

» Delineamento e unidade experimental

O experimento foi conduzido observando o delineamento inteiramente
casualizado, com oito tratamentos (acessos) e trés repeticdes constituidas de dez
frutos cada, selecionados a partir de amostras de 50 frutos, conforme
mencionado.

» Caracterizagao dos frutos

Os frutos foram caracterizados a partir dos seguintes parametros fisicos,
quimicos e fisico-quimicos: didmetros longitudinal e transversal, com auxilio de
paquimetro digital, expresso em cm; massa média de frutos (g), determinada em
balanca digital; teor de sdlidos soluveis totais (SST), determinado por leitura em
refratbmetro em amostras de suco extraido de frutos, expresso °Brix; acidez total
titulavel (ATT), obtida por titulagdo com NaOH 0,1N, expressa em % de &cido
citrico, conforme técnica do Instituto Adolfo Lutz (1985); relagdo SST/ATT (ratio),
obtida mediante divisdo entre essas duas determinagdes (BRASIL, 2005); pH,
quantificado com o uso de peagdmetro. Realizaram-se, ainda, observagdes nos
frutos empregando-se, para todos os caracteres, uma escala de notas, utilizando
os critérios estabelecidos na lista de Descritores de Frutas Tropicais do
International Board for Plant Genetic Resources (IBPGR, 1980), atual International
Plant Genetic Resouces Institute (IPGRI). Essas observagdes compreenderam:
projecéo no apice, onde 1 = auséncia e 2 = presencga; forma, onde 1 = piriforme, 2
= ovalado e 3 = redondo; relagdo comprimento/didmetro, obtida pela razao entre o
didmetro longitudinal médio e o didmetro transversal médio, onde 3 = baixa
(inferior a 1,0), 5 = média (valor maior que 1,0 e menor que 1,5) e 7 = alta
(superior a 1,5); tamanho, obtido pela mensuragdao com paquimetro digital. Os
frutos foram medidos em cm no seu maior comprimento, desde a insergdo do

pedunculo até a extremidade oposta, onde 3 = pequeno (inferior a 3,5 cm), 5 =
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médio (valor compreendido na faixa de 3,5 a 4,0 cm) e 7 = grande (superior a 4,0
cm); coloragéo do epicarpo do fruto maduro, sendo a cor principal do epicarpo do
fruto maduro verificada por observagao visual comparativa com uma escala de
cores (PANTONE, conforme Eiseman & Hebert, 1990), compreendendo: amarelo
ouro (13-0940/0942), amarelo (13-0840), amarelo claro (13-0727) e cor de palha
(12-0714); massa dos frutos, determinada em balanga eletrénica e expressa em
grama, sendo dez frutos de cada repeticdo tomados aleatoriamente de uma
amostra de 30, onde as quantidades de massa foram consideradas como: 3 =
pequena (inferior a 20,0 g), 5 = média (valor maior que 20,0 g e menor que 30,0 g)
e 7 = grande (superior a 30,0 g); niveis de acidez, onde 3 = baixo (inferior a 1,0), 5
= médio (valor maior que 1,0 e menor que 2,0) e 7 = alto (superior a 2,0); relagcao
solidos soluveis totais/acidez total titulavel (ratio), onde 3 = baixo (inferior a 5,0), 5

= médio (valor maior que 5,0 e menor que 10,0) e 7 = alto (superior a 10,0).

* Analise ISSR

Para as analises moleculares foram usados 25 primers ISSR. O DNA
gendmico foi extraido de folhas jovens coletadas a partir dos primérdios foliares
das plantas, usando o método CTAB (Cethyltrimethyllammonium Bromide), no
tampéo de extragdo descrito por Ferreira & Grattapaglia (1998). As reacgbes de
amplificagéo foram realizadas em volume de 15 pL, contendo: 12 ng de DNA, 20
mM de Tris-HC! (pH 8,4), 50 mM de KC{, 0,3 mM dos iniciadores, 1,5 ou 2,5 mM
de MgCl,, 0,25 mM de dNTPs e 0,75 U de Tag DNA Polimerase. O programa de
amplificacido foi feito em termociclador Perkin Elmer modelo 9700 e constou de
uma etapa a 94°C por 4 min, seguida de 35 ciclos de 94°C por 40 s, anelamento
de 48, 50 ou 52°C por 40s e 72°C por 1 min, com extensao final de 72°C por 2
min. Os produtos da amplificacdo foram separados por eletroforese horizontal
(120 V, por 3h30min) em gel de agarose 2,5% (p/v). Apos a eletroforese, o gel foi
exposto a luz ultravioleta e fotografado em equipamento de fotodocumentacao
Gel-Doc 1.000 (BioRad, CA, USA).

ANALISE ESTATISTICA
Os dados quantitativos foram submetidos a analise de variancia, e as médias

foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Com base nesses
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dados uma matriz de dissimilaridade foi obtida usando a distancia euclidiana
média para realizar a analise da contribuicdo relativa dos caracteres, pelo critério
de Singh (1981). Em relagdo aos dados morfolégicos dos frutos, estes foram
avaliados em termos percentuais para cada variacdo do caracter. Para os dados
moleculares foram atribuidos valores de 0 (auséncia) e 1 (presenga), em fungao
dos fragmentos amplificados. Foram consideradas as bandas polimérficas
claramente visiveis e excluidas as bandas monomorficas.

Para quantificar, em conjunto, a variabilidade existente entre todos os
dados (quantitativos e qualitativos), estes foram submetidos a analise multivariada
por meio do método aglomerativo - UPGMA (Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Mean). As distancias genéticas foram estimadas pelo algoritmo de

P
E Wnds;
=1 IRk

Gower (1971), definido como: Dij:—zp onde, Wi : distribuicdo da

W..
g1 UK

variavel k-1,2,....p, para a distancia total entre os individuos i e j; 9ji:

corresponde ao peso dado para a comparagao ijk com '1 ' para as comparagdes
validas e '0' para os invalidos, o qual possibilitou a constru¢ao do dendrograma
hierarquico. Foi calculado o coeficiente de correlagéo cofenético a fim de verificar
a consisténcia do agrupamento.

Para analise dos dados, quantitativos e qualitativos, foram utilizados os
recursos computacionais dos programas Genes (CRUZ, 2008), NTSYS-pc 2.1
(ROLFH, 2000) e R® 2.6.2 (http://www.r-project.org).

RESULTADOS E DISCUSSAO

AVALIACOES FiSICO-QUIMICAS

Pela analise de variancia (Tabela 2), constata-se que ha diferengas
significativas entre as médias dos oito acessos de umbu-cajazeira em todos os
sete caracteres avaliados. O coeficiente de variagao oscilou entre 2,89%
(didametro longitudinal) a 9,35% (didmetro transversal), demonstrando existir boa
precisdo experimental na avaliagdo de todos os caracteres considerados.

Na Tabela 3, podem ser observadas as diferengas e o agrupamento entre

as médias, realizadas pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade, obtidas para
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os parametros fisicos, quimicos e fisico-quimicos, indicando que a variabilidade
genética entre os acessos é de grande magnitude.

Verificou-se que o diametro longitudinal dos frutos variou de 3,27 cm
(acesso ‘Tendas’) a 4,52 cm (acesso ‘Aurora’), formando quatro grupos. Com
relacdo ao diametro transversal, a variagao foi de 2,76 cm (acesso ‘Tendas’) a
3,50 cm (acesso ‘Esperanga’), com a formagédo de um unico grupo. O didmetro
longitudinal (ou comprimento) e o transversal representam, em conjunto, o
tamanho e a sua relacdo da ideia da forma do fruto (CHITARRA & CHITARRA,
2005). Essa informagédo € relevante no que concerne as operagdes de
processamento, porque facilitam os cortes, descascamentos ou misturas para
obtencdo de produtos uniformes. Cabe salientar que frutos muito grandes ou
muito pequenos dificultam a extracdo da polpa em despolpadeiras. Além disso,
essas medidas, comprimento e didmetro, sdo de grande utilidade para frutos
destinados ao consumo, ja que € um importante fator de aceitagdo pelo
consumidor. Noronha (2000), analisando a caracterizagédo fisica de frutos de
umbu-caja do Baixo Jaguaribe (CE) e de Assu-Mossord (RN), obteve valores de
didametro longitudinal (comprimento) variando de 28,9 mm a 29,6 mm e para o
didmetro transversal de 29,1 mm a 29,6 mm. Fonseca et al. (2001),
caracterizando frutos de umbu-cajazeira na localidade de Muritiba - Ba, obteve
valores para o comprimento variando de 3,4 cm a 4,4 cm. Ritzinger et al. (2001),
analisando frutos provenientes do estado da Bahia, encontraram valores médios,
para os diametros longitudinal e transversal, de 4,8 cm e 3,2 cm,
respectivamente. Carvalho et al. (2008), caracterizando frutos de populagdes de
umbu-cajazeira no estado da Bahia, encontraram valores médios de comprimento
igual a 3,8 cm e de diametro transversal igual a 3,1 cm. Os resultados relativos a
variavel diametro, longitudinal e transversal, encontrados neste estudo s&o
proximos aos obtidos para os frutos caracterizados no estado da Bahia.

Com relagdo aos sélidos soluveis totais (SST), todos os gendtipos estéao
dentro do padrao de identidade e qualidade de polpa (PIQ) de caja (S. mombin
L.), usada como referéncia frente a inexisténcia de legislacdo especifica para
polpa de umbu-caja, pois apresentaram valores acima do estabelecido pela
legislacdo (minimo de 9,00 °Brix) do Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (BRASIL, 1999), com variagao de 10,3 °Brix (acesso ‘Tendas’) a

13,7 °Brix (acesso ‘Aurora’), formando dois agrupamentos. Carvalho et al. (2008),
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trabalhando com frutos também colhidos no chao, relataram valores cuja
amplitude varia de 7,2 °Brix a 14,0 °Brix; Lira Junior et al. (2008) encontraram
valores oscilando entre 14,9 °Brix e 17,9 °Brix e Ritzinger et al. (2008), analisando
frutos também colhidos no ch&o, obtiveram valores entre 9,2 °Brix e 15 °Brix. A
mensuragédo dos solidos soluveis nos frutos € uma estimativa da quantidade de
agucares presentes neles. Estes podem estar na forma livre ou combinada e séo
responsaveis pela dogura, pelo aroma, por meio de balango com os acidos, pela
cor atrativa, como derivados de antocianidinas (glicosideos), e pela textura,
quando combinados aos polissacarideos estruturais (CHITARRA&CHITARRA,
2005). Levando-se em consideracao esta variavel, todos os frutos dos acessos
avaliados séo promissores para a produgdo de sucos, pois, conforme Lima et al.
(2002), frutos destinados para este fim tecnolégico devem possuir teores de
soélidos soluveis totais superiores a 8,0%.

Para a acidez titulavel (ATT), o valor médio obtido foi de 1,36% em acido
citrico, com variagao de 0,25% (acesso ‘Esperanga’) a 2,07% (acesso ‘Tendas’),
portanto uma grande variagdo foi observada, alocando os acessos em cinco
grupos. A acidez total € um dos principais métodos usados para medir acidez de
frutos, determinada pelo percentual de acidos orgénicos (KRAMER, 1973). Em
outros estudos de caracterizagdo de polpas de umbu-caja, foram encontrados
valores percentuais semelhantes aos obtidos no presente estudo, a saber: Lima et
al. (2002), obtiveram um valor médio de 1,91%, com variagao de 1,55% a 2,40%
em acido citrico; Silva Junior et al. (2004) apresentaram acidez total média de
1,20%, com variacéo de 0,74% a 1,49% em &cido citrico; Carvalho et al. (2008),
relataram um valor médio de 1,70%, com variacdo de 0,90% a 2,66% em acido
citrico e Silva (2008) encontrou um valor médio de 1,66%, com variagao de 1,25%
a 2,02% em acido citrico. Lima et al. (2002) e Pinto et al. (2003), consideram que
genaotipos que apresentem valores para acidez total titulavel (ATT) acima de 1,0%
em acido citrico sdo os de maior interesse para a agroindustria, tendo em vista
nao haver necessidade da adicdo de acido citrico para conservagao da polpa,
procedimento utilizado para amenizar o desenvolvimento de microrganismos.
Todos os acessos, com excegao do ‘Esperanga’, apresentaram percentagens de
acido citrico acima do valor minimo estabelecido para caja (BRASIL, 1999).

Os resultados obtidos para a relagdo sélidos soluveis totais / acidez total

titulavel (SST / ATT), mostram uma grande variagdo entre 0s acessos,
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verificando-se amplitude de valores entre 5,0 (acesso ‘Tendas’) e 12,8 (acesso
‘Esperancga’), formando cinco agrupamentos. O valor médio obtido para esta
variavel foi de 8,4. A relagcdo SST / ATT indica o indice de palatabilidade, o
equilibrio entre os sabores doce e acido de um determinado material vegetal.
Quanto maior for essa relagdo, maior sera o grau de dogura (SILVA, 2008).
Confrontando-se com outros valores na literatura, tém-se: Silva Junior et al.
(2004), estudando frutos de umbu-cajazeira, encontrou valores que variaram de
4,6 e 12,9 com valor médio de 11,1; Carvalho et al. (2008), obtiveram valores cuja
amplitude foi de 3,7 a 10,6, com valor médio de 6,1 e Silva (2008) relatou valores
obtidos de 7,0 e 12,9, com valor médio de 10,3. Dos oito acessos de umbu-
cajazeiras analisados, apenas um apresentou relacdo de SST / ATT acima do
valor minimo (10,0) estabelecido pelo PIQ (BRASIL, 1999) para caja, que foi o
‘Esperanga’. Do ponto de vista do mercado consumidor de frutas frescas e/ou
processadas, a relagédo STT / ATT elevada é desejavel, entdo o acesso citado é o
mais adequado para esta condigio.

Analisando-se os dados obtidos da variavel pH, percebe-se uma discreta
variacdo entre os acessos, oscilando de 2,38 (‘Tendas’) a 3,03 (‘Esperancga’),
originando trés grupos. O valor médio encontrado foi de 2,74. O pH é um fator de
grande influéncia na qualidade e seguranga dos alimentos. De um modo geral,
fornece uma indicagdo do seu potencial de deterioragcéo, atestado pela acidez
desenvolvida (GOMES, 1996; GAVA, 1999). Os acessos analisados neste estudo
apresentaram valores médios de pH acima do estabelecido pelo PIQ (BRASIL,
1999) para polpa de caja, que é de 2,2. No entanto, comparando-se com outros
trabalhos de caracterizagao de frutos de umbu-caja, os valores obtidos para esta
variavel sdo muito semelhantes, a saber: Silva Junior et al. (2004) apresentaram
valores que variaram de 1,75 a 2,57, com valor médio de 2,20; Carvalho et al.
(2008) encontraram valores de pH variando de 2,4 a 2,8, com valor médio de 2,8
e Silva (2008) obteve valores oscilando entre 2,60 e 2,93, apresentando, em
geral, média de 2,76. Na industrializagdo de frutas em calda e cristalizada, geleias
e doces em massa, 0 pH é etapa fundamental. O suco ou a polpa das frutas
devem possuir pH inferior a 4,5 para evitar tratamento térmico sob pressao e
minimizar o uso de acidulantes (JACKIX, 1988). Sendo assim, esta espécie

apresenta excelente potencial para industrializagao de seus frutos.
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Com relagdo a contribuicdo de cada caracter analisado na divergéncia
genética entre os acessos, quanto aos parametros fisicos, quimicos e fisico-
quimicos dos frutos (Tabela 4), segundo o critério de Singh (1981), observa-se a
maior influéncia da massa (56,32%), seguido pelo didmetro longitudinal (33,56%).
Em estudos de divergéncia genética entre um grupo de gendétipos é recomendavel
que a variancia acumulada nos dois primeiros componentes principais exceda a
80% (CRUZ & REGAZZI, 1997). Assim, os resultados obtidos neste estudo estao
acima do esperado (89,87%). Amorim et al. (2009), caracterizando 11 dipldides
melhorados de bananeira desenvolvidos pelo Programa de Melhoramento
Genético da Bananeira da Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical, relataram
que quatro caracteristicas (altura da planta, niumero de pencas, diametro do
pseudocaule e numero de frutos) contribuiram com grande parte da divergéncia
observada (73,14%). Castellen et al. (2007), caracterizando 68 acessos do Banco
Ativo de Germoplasma de Mamao da Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical,
por meio de analise multivariada, detectaram que os componentes principais 1
(coloragédo do peciolo) e 2 (comprimento da folha) explicaram a maior parte da
variagcao genética total disponivel (67,80%).

AVALIACOES MORFOLOGICAS DOS FRUTOS

Os dados referentes a caracterizacdo morfolégica de frutos estéo
apresentados na Tabela 5. Os resultados obtidos a partir das analises das
variaveis evidenciam a existéncia de ampla variabilidade genética.

O carater formato de fruto (FOF) apresentou seis acessos com a forma
piriforme, ou seja, 75% do total de individuos. Houve dois individuos com a forma
ovalada. N3ao foi identificado entre os acessos estudados, o formato redondo.

No que se refere ao tamanho do fruto (TMF), ndo foi encontrado acesso
com o tipo pequeno. Metade dos acessos apresentou o tamanho grande (50%) e
a outra parte (50%) apresentou o tamanho medio.

O tamanho e a forma séo importantes nas operagdes de processamento,
porque facilitam os cortes, descascamentos ou misturas para obtencido de
produtos uniformes. Os produtos de maior tamanho sdo mais econdmicos;
entretanto, em alguns casos, sdo preferidos os de tamanho médio, pelas
caracteristicas de aroma e sabor, por adaptagdo aos equipamentos ou pelo
conteudo de suco (CHITARRA & CHITARRA, 2005).
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Com relacao a coloragao do epicarpo do fruto maduro (CEF) foi verificada a
maior diversidade entre os acessos. A cor predominante foi amarelo ouro (50%),
seguida por amarelo claro (25%), amarelo (12,5%) e cor de palha (12,5%). As
normas de classificagdo, padronizagao e comercializagao de frutas adotadas pelo
“Programa Brasileiro para Melhoria dos Padrées Comerciais e Embalagens de
Hortigranjeiros”, consideram que a cor tem papel importante, no indice de padrao,
para determinar a qualidade do produto (LIMA et al., 2002).

Para a relagdo comprimento/didametro (RCD) foi observado que 87,5% dos
frutos apresentaram valor dentro de uma faixa de maiores que 1,0 € menores que
1,5 estabelecida como média, enquanto que 12,5% estavam numa escala
considerada grande (valores acima de 1,5). Esta relac&o é indicadora do formato
do fruto, que é mais arredondado a medida que este quociente aproxima-se de 1.
As industrias dao maior preferéncia aos frutos arredondados, por facilitarem as
operagoes de limpeza e processamento (OLIVEIRA et al., 1999).

Em relagcédo ao carater projecéo no apice do fruto (PAF), grande parte dos
frutos de umbu-caja apresentou a presenga de projecao no apice (75%). Este
carater esta diretamente relacionado com o formato do fruto. Frutos classificados
como piriformes apresentam esta projecao no apice.

Em relacdo ao nivel de acidez (NAF) foram encontradas as trés
caracteristicas: baixo (12,5%), médio (75,0%) e alto (12,5%).

No que se refere a relagao solidos soluveis totais / acidez total titulavel
(RSA) foram verificados dois tipos, a saber: 87,5% apresentaram uma relagao
considerada média (valor maior que 5 e menor que 10) e 12,5% estavam acima
do valor de 10. Percebe-se claramente que os frutos de umbu-cajazeira tém
excelentes perspectivas para aproveitamento no mercado de frutas frescas e
processadas, como ja mencionado anteriormente, quando das inferéncias nas
andlises fisico-quimicas.

Para o descritor massa dos frutos (MDF) foram observados os trés tipos de
variagdo. Metade dos acessos (50%) apresentou frutos de massa meédia (faixa de
valores maiores que 20,0 g e menores que 30,0 g), 25% foram considerados
como produtores de frutos com massa pequena (valor inferior a 20,0 g) e 25%
relacionados a frutos com massa grande (valor superior a 30,0 g). Vale ressaltar
que para o presente trabalho foi adotado uma escala de valores que

discriminasse as diferentes variagdes observadas para o descritor massa dos
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frutos. A massa média do fruto foi obtida pela razao entre a amostra de dez frutos
e o numero de frutos. De acordo a classificacido apresentada por Bosco et al.
(1999), frutos de caja considerados grandes sao aqueles que apresentam massa
superior a 15 g; médios, entre 12 e 15 g; e pequenos, inferior a 12 g. Assim, os
frutos analisados neste estudo apresentaram massa média (22,5 g) variando de
15,6 g (acesso ‘Tendas’) a 30,7 g (acesso ‘Aurora’). Assim, considerando a
classificagdo proposta por Bosco, os frutos de umbu-caja avaliados neste trabalho
seriam classificados como grandes. No entanto, optou-se por apresentar uma
escala propria para melhor discriminar as variagbes encontradas no presente
estudo, conforme mencionado anteriormente. Outros autores relataram valores
para a massa dos frutos de umbu-caja, variando de 11,1 g a 27,2 g (CARVALHO
et al., 2008; NORONHA, 2000; SILVA, 2008; SILVA JUNIOR, 2004). Sabe-se que
a massa média de frutos € uma caracteristica importante para o mercado de
frutas frescas, uma vez que os frutos maior massa sao também os de maiores
tamanhos, tornando-se mais atrativos para os consumidores (SILVA, 2008).

Na Tabela 6 é apresentada a matriz de distancia genética baseada no
algoritmo de Gower (1971). A distancia de Gower € uma distancia métrica que
tem valores entre d = 0 (maxima similaridade) e d = 1 (minima similaridade)
(TSIVELIKAS et al., 2009). As maiores distancias genéticas ocorreram entre os
acessos ‘Princesa’ e ‘Tendas’ (0,5380) e ‘Princesa’ e ‘Preciosa’ (0,5378),
indicando que esses acessos foram os mais divergentes em relagdo aos
caracteres estudados. Os acessos mais semelhantes foram ‘Preciosa’ e ‘Favo de
mel’ (0,2432).

O dendrograma obtido a partir dos caracteres quantitativos (parametros
fisicos, quimicos e fisico-quimicos dos frutos) e qualitativos (morfolégicos e
moleculares) é apresentado na Figura 2, por meio do método de agrupamento
UPGMA. O valor cofenético (CCC) foi alto (r = 0,84) e adequado, ja que r=0,56 é
considerado ideal, refletindo uma boa concorddncia com os valores de
dissimilaridade genética (VAZ PATTO et al., 2004). O valor médio da matriz de
distancia genética (0,50) possibilitou a definigdo de um unico grupo de diversidade
genética. Ainda assim, é evidente a presenga de consideravel variabilidade entre
0s acessos avaliados, sendo possivel a formagéo de dois subgrupos: o subgrupo

A formado por seis acessos (‘Aurora’ e ‘Esperanga’, ‘Favo de mel' e ‘Preciosa’,
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ficando dispersos ‘Santa Barbara’ e ‘Tendas’) e o subgrupo B, formado por dois
acessos (‘Princesa’ e ‘Suprema’).

No subgrupo A, embora seis acessos estejam agrupados juntos (75%), €
possivel observar consideravel variabilidade genética dentro do mesmo, a saber:
‘Aurora’ e ‘Esperanca’ formam um cluster; coletados em municipios distantes um
do outro, Cruz das Almas e Itaberaba, respectivamente, estdo juntos por
apresentarem frutos grandes, com mesmo formato, estéo classificados na mesma
faixa de relagdo comprimento/didmetro dos frutos e na caracterizagdo molecular
com ISSR, ficaram no mesmo grupo; ‘Favo de mel’ e ‘Peciosa’, formam outro
cluster, ambos coletados no municipio de Itaberaba, ainda que em locais distintos,
apresentaram médias de parametros fisico-quimicos (didmetro transversal,
sélidos soluveis totais, acidez total titulavel e pH) e caracteres morfolégicos dos
frutos (formato, tamanho, cor, presenca de apice) semelhantes, sendo alocados
pelo Teste de Tukey a 5% no mesmo agrupamento (variaveis fisico-quimicas) e
na analise conjunta dos dados apresentaram maxima similaridade (0,247); ‘Santa
Barbara’ - coletado no municipio de Santa Barbara e ‘Tendas’ - coletado no
municipio de Cabaceiras do Paraguacgu, formam clusters distintos. Na
caracterizagdo agrondmica, o acesso ‘Tendas’ apresentou os menores valores
para massa dos frutos, ratio e pH. Na caracterizagdo morfologica dos frutos, estes
dois acessos (‘Santa Barbara’ e ‘Tendas’) foram os Unicos que nao apresentaram
a presenca de apice nos frutos e o formato de fruto ovalado, sendo que os demais
acessos possuem formato piriforme.

Os acessos presentes no subgrupo B foram coletados em locais diferentes,
‘Princesa’ - lagu e ‘Suprema’ - ltaberaba. Na andlise com ISSR, esses acessos
foram agrupados no mesmo cluster e separados dos demais acessos do
subgrupo A; ambos apresentam frutos de tamanho grande, baixa relagédo sélidos
soluveis totais/acidez total titulavel (ratio), mesmo formato de fruto e mesma faixa
de nivel de acidez.

A andlise simultdnea dos caracteres quantitativos e qualitativos, usando a
distancia de Gower como medida de dissimilaridade foi muito eficiente em avaliar
a divergéncia genética entre os acessos de umbu-cajazeira. As informagdes
produzidas neste estudo serdo importantes para nortear futuras acgbes de
programa de melhoramento genética desta frutifera. Resultados semelhantes

foram encontrados por outros autores trabalhando com diferentes culturas (LEDO
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et al.,, 2009a; LEDO et al., 2009b; MATTOS et al., 2010; OLIVEIRA et. al, 2009;
TSIVELIKAS et al., 2009).

CONCLUSOES

De modo geral, as variagbes encontradas para os parametros
morfométricos e fisico-quimicos avaliados neste estudo sdo semelhantes aos
resultados alcangados em outras publicagdes envolvendo o fruto de umbu-caja.

Os resultados da andlise simultdnea dos caracteres quantitativos e
qualitativos mostram que os acessos mais divergentes sdo ‘Preciosa’, ‘Princesa’ e
‘Tendas’, que podem ser utilizados em futuros trabalhos de hibridacdo em
programa de melhoramento genético da umbu-cajazeira.

O uso do algoritmo de Gower é eficiente em promover um maior

conhecimento da diversidade genética entre os acessos de umbu-cajazeira.
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Tabela 1. Acessos de umbu-cajazeiras (Spondias sp.) analisados. Cruz das
Almas-BA, 2009.

N° | Acesso Codigo Procedéncia (BA) Longitude Latitude
1 | Aurora BFT006 Cruz das Almas 39°09'25,9"W  12°39'17,1"S
2 | Esperanca BFT004 Itaberaba 40°18'32,1"W  12°31'01,5"S
3 | Favo de mel BFT011 Itaberaba 40°08'46,2"W 12°27'13,7"S
4 | Preciosa BFT012 Itaberaba 40°15'47,2"W 12°30'13,8"S
5 | Princesa BFT003 lacu 39°52'15,0"W  12°43'32,1"S
6 | Santa Barbara BFT010 Santa Barbara 38°58'16,5"W  11°57'43"S
7 | Suprema BFT001 Itaberaba 40°12'04,3"W  12°27'28,8"S
8 | Tendas BFT021 Cabaceiras do Paraguagu 39°12'49,3"W 12°35'59,4”S
FONTE: Dados da pesquisa.
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Figura 1. Localizagdo dos acessos de umbu-cajazeira (Spondias sp.) analisados.
Cruz das Almas - BA, 2009.
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Tabela 2. Resumo das analises de variancia obtidas para os sete caracteres
fisicos, quimicos e fisico-quimicos de frutos avaliados em oito acessos de umbu-
cajazeira (Spondias sp.). Cruz das Almas, 2009.

Caractores Acessos Restuo — (way  MédR ()
Massa 6628,6452 286,3301 23,15** 22494 7,52
Diametro longitudinal 0,5241 0,0138 38,11** 4,06 2,89
Diédmetro transversal 0,2145 0,0849 2,53* 3,12 9,35
Solidos soluveis totais 3,2752 0,3496 9,37* 11,22 5,27
Acidez total titulavel 0,8834 0,0072 123,02** 1,36 6,24
Relagdo SST/ATT 15,8998 0,3583 44,38** 8,35 7,17
pH 0,1039 0,0075 13,86** 2,74 3,16

*

e **, significativo a 5% e 1%, respectivamente; CV = coeficiente de variagdo

FONTE: Dados da pesquisa.
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Tabela 4. Estimativas dos autovalores associados aos componentes
principais e de suas variancias relativas e acumuladas, obtidas dos sete
caracteres avaliados em oito acessos de umbu-cajazeira (Spondias sp.),
com base no método de Singh (1981). Cruz das Almas-BA, 2009.

Caracteres Autovalores (AV) (AV) % % Acumulada
Massa 3,942206 56,316831 56,316831
Diametro longitudinal 2,348901 33,555494 89,872325
Didmetro transversal 0,512434 7,320441 97,192766
Sdlidos soluveis totais 0,155504 2,221473 99,414239
Acidez total titulavel 0,039796 0,568516 99,982755
Relagdo SST/ATT 0,001183 0,016896 99,999651
pH 0,000024 0,000349 100,0

FONTE: Dados da pesquisa.

Tabela 5. Notas visuais atribuidas aos caracteres morfométricos
analisados nos frutos de acessos de umbu-cajazeira (Spondias sp.). Cruz
das Almas-BA, 2009.

Acessos FOF TMF CEF RCD PAF NAF RSA MDF
Aurora 1 7 1 5 2 5 5 7
Esperanca 1 7 4 5 2 3 7 5
Favo de mel 1 5 1 5 2 5 5 3
Preciosa 1 5 1 5 2 5 5 5
Princesa 1 7 2 7 2 5 5 3
Santa Barbara 2 5 3 5 1 5 5 5
Suprema 1 7 1 5 2 5 5 5
Tendas 2 5 3 5 1 7 5 3

LEGENDA: FOF (forma do fruto): 1 — piriforme, 2 — ovalado, 3 — redondo, TMF (tamanho
do fruto): 3 — pequeno (< 3,5cm), 5 — médio (= 3,5cm e <4,0cm), 7 — grande (> 4,0cm);
CEF (cor do epicarpo do fruto maduro, conforme Eiseman & Hebert, 1990): 1 — amarelo
ouro, 2 — amarelo, 3 — amarelo claro, 4 — cor de palha; RCD (relagdo
comprimento/didametro do fruto): 3 — baixa (< 1,0), 5 — média (= 1,0 e < 1,5), 7 — alta (>
1,5); PAF (projecao no apice do fruto): 1 — ausente, 2 — presente; NAF (nivel de acidez
do fruto - % acido citrico): 3 — baixo (< 1,0); 5 — médio (= 1,0 e < 2,0); 7 — alto (> 2,0);
RSA (relagdo solidos soluveis/acidez total titulavel): 3 — baixa (< 5); 5 — média (=5 e <
10); 7 — alta (> 10); MDF (massa do fruto): 3 — pequena (< 20,0g), 5 — média (> 20,0g e <
30,0g, 7 — grande (> 30,09).

FONTE: Dados da pesquisa.



- 65050 GL0¥'0 08€5°0 98.€0  8¥2Y'0 0LLG'0  658¥°0 sepus|

- 26y 19620 GLes'o  298t’o 61870  0v6¥'0 ewaldng

- L18%°0 61€°0  PLLED 8,060  8¥S¥'0  eleqieg ejueg

- 81650  066%'0 ¥06€'0  60¥¥°0 esaoulld

- AN ZAY ZLyy'0  88LED Bs01081d

- 9¥9¢'0  619€0 [W 8p oAe

- $¥22€0 eduelsads]

- eloiny

sepus]  ewaldng m%@mﬂm_ esooulld  esoloald mv_wﬁmn_ edueladsy eloiny SOSS3oV

‘6002 ‘Yg-Sew|y sep zni) * (salenosjow 8 soo1b0joLow) soAlelenb
9 (sojniy ap soolwinb-02is)) © soolwinb ‘sodis)y) soAneyjuenb salejoeled sou aseq woo (‘ds
seipuods) eJlozeled-nquin ap SOSSaoE SO aJjud JOMOL) ap eoljpuab elouelsip ap zule| "9 el@ge



83

Aurora

Esperana

Favodemel

Preciosa

Sta.Barbara

G1

Tendas

Princesa

Suprema

Figura 2. Dendrograma representativo da divergéncia genética entre oito acessos
de umbu-cajazeira (Spondias sp.), obtido pelo método UPGMA (Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic Mean), utilizando a distancia de Gower, com base
em caracteres morfoagronédmicos e moleculares. G1 = Grupo 1. Cruz das Almas -
BA, 2009. Valor cofenético = 0,84.
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CONSIDERAGOES FINAIS

A utilizagcéo de recursos genéticos tem viabilidade fundamentada na coleta,
introducdo, conservagao e intercambio de acessos de uma dada espécie ou
cultura, bem como em sua caracterizagido e avaliagdo. Enquanto a caracterizagao
e avaliagdo possibilitam conhecer qualidades e potencialidades do germoplasma,
a conservacgao oferece suporte aos trabalhos de melhoramento genético, viabiliza
o intercambio de germoplasma e, especialmente, a preservacao da variabilidade
genética. Para que o0s recursos genéticos possam ser incorporados ao
agronegocio € imprescindivel que os mesmos sejam utilizados de forma mais
dindmica nos programas de melhoramento genético das diversas espécies. Neste
contexto, a Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical tem se destacado em
pesquisas na area de recursos genéticos e pré-melhoramento do germoplasma
de Spondias, cabendo salientar que em 2004 foi implantado um Banco Ativo de
Germoplasma de Fruteiras Tropicais, com predominancia de acessos de umbu-
cajazeira, fruteira nativa do semiarido nordestino, que apresenta enorme potencial
socioagroecondmico para a regiao.

Os resultados encontrados nesta pesquisa possibilitam as seguintes
conclusdes:

I) Com base na divergéncia genética associada a estudos de caracteres
morfoagrondmicos de grande interesse nesta cultura, os resultados permitem
orientar a recomendacao de materiais, a saber. os acessos °‘Esperanca’ e
‘Princesa’ sdo adequados ao consumo in natura, por apresentarem baixa acidez e
alto ratio; ‘Santa Barbara’, ‘Suprema’ e ‘Tendas’, por possuirem alta acidez e
coloragao de fruto variando de amarelo-ouro (‘Suprema’) a amarelo-claro (‘Santa
Barbara’ e ‘Tendas’), mostram-se adequados ao processamento; ‘Aurora’

apresenta maior massa, importante atributo para o mercado de frutas frescas;
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I) Os acessos mantidos nessa colegcao sao possuidores de consideravel
diversidade genética, o que reforga o entendimento de que a amostra de
germoplasma analisada represente bem a variabilidade da espécie, pelo menos
entre os acessos mais distintos geneticamente. Além disso, os resultados obtidos
sdo indicativos da elevada variabilidade genética, relativamente a umbu-cajazeira,
presente na regidao de coleta dos acessos. Nesses locais foram observadas e
registradas variagbes bem marcantes para caracteres morfolégicos. Contudo,
torna-se necessario ampliar a area de coleta e aumentar o numero de genétipos
prospectados;

[lI) A técnica de marcadores ISSR foi eficiente em analisar a diversidade
genética entre os acessos de umbu-cajazeira, confirmando a existéncia da ampla
variabilidade genética, sendo assim importantes em estudos futuros acerca da
analise da diversidade genética das popula¢des naturais de umbu-cajazeira;

IV) As andlises conjuntas dos caracteres morfoagronémicos e moleculares
contribuem para um melhor esclarecimento na definicdo de estratégias a serem
utilizadas no programa de melhoramento de umbu-cajazeira e;

V) Futuros estudos com umbu-cajazeira devem centrar-se nos seguintes
objetivos: (1) desenvolvimento de uma biblioteca de DNA, visando a constru¢ao
de microssatélites (SSR) para investigar as relagbes parentais e a origem
genética desta planta, (2) continuidade dos estudos da biologia reprodutiva,
ecologia de polinizadores, dindmica de populagdes e (3) ampliagdo da lista de

descritores morfolégicos, com vistas a recomendagao de cultivares.



