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CARACTERIZACAO DE GENOTIPOS DE JABUTICABEIRA COM BASE
EM DESCRITORES MORFOAGRONOMICOS E MOLECULARES

Autora: Elaine Silva da Cruz
Orientadora: Ana Cristina Vello Loyola Dantas

RESUMO: A jabuticabeira (Plinia sp.) € uma fruteira nativa, de ampla ocorréncia
nos estados brasileiros, contudo, carece de conhecimento no que diz respeito a
variabilidade genética da espécie. O objetivo deste estudo foi caracterizar
genotipos de jabuticabeira localizados no Recdéncavo da Bahia com base em
descritores morfoagronémicos e moleculares, para avaliar a diversidade genética
na espécie. Foram avaliados 35 gendtipos de jabuticabeira em relacdo aos
caracteres fisicos, quimicos e fisico-quimicos dos frutos. A analise descritiva dos
dados revelou existéncia de variabilidade para a maioria das caracteristicas
avaliadas, sendo possivel a formacéao de cinco grupos de diversidade genética, a
partir da analise multivariada das caracteristicas dos frutos. A relacdo entre
sélidos soluveis e acidez, vitamina C e rendimento de polpa foram as variaveis
gue mais contribuiram para a divergéncia genética entre os genotipos avaliados.
Em relacdo a caracterizacdo molecular, foram utilizados 18 marcadores ISSR
(Inter Simple Sequence Repeats - Sequéncias Simples Repetitivas Internas),
obtendo-se uma média de 25,72 fragmentos polimérficos por iniciador. Foi
detectada variabilidade genética entre os genadtipos avaliados, com a formacao de
cinco grupos de diversidade genética. O algoritmo de Gower foi utilizado para a
analise simultanea dos dados morfoagrondmicos e moleculares possibilitando a
formacédo de cinco grupos de diversidade genética. O marcador ISSR foi eficiente
em detectar polimorfismo entre os genoétipos de jabuticabeira, podendo ser
utilizado na caracterizacdo molecular de germoplasma e em futuros trabalhos de
melhoramento genético na espécie. A utilizacdo do algoritmo de Gower foi
eficiente em expressar diferencas entre os gendtipos avaliados na analise

conjunta dos dados.

Palavras chave: Plinia sp., diversidade genética, analise multivariada, qualidade

de frutos.



CHARACTERIZATION OF GENOTYPES OF JABUTICABEIRA BASED IN
THE DESCRIPTORS MORPHOAGRONOMIC AND MOLECULAR

Author: Elaine Silva da Cruz
Adivisor: Ana Cristina Vello Loyola Dantas

ABSTRACT:

The jabuticaba tree (Plinia sp.) is a fruit crop, widely spread in the Brazilian states,
but it lacks knowledge regarding the genetic variability of the species. The
objective of this study was to characterize genotypes jabuticaba tree from
Reconcavo of Bahia based on morphoagronomic and molecular descriptors to
assess the genetic diversity in the species. 35 genotypes jabuticaba tree were
evaluated in terms of physical, chemical and physico-chemical characters of fruits.
The descriptive analysis of the data revealed the existence of variability for most
traits evaluated, the formation of five groups of genetic diversity from the
multivariate analysis of the characteristics of the fruit being possible. The
relationship between soluble solids and acidity, vitamin C and pulp yield were the
variables that contributed most to the genetic divergence between the genotypes
evaluated. Regarding to the molecular characterization, 18 ISSR (inter Simple
Sequence Repeats) were used, obtaining an average of 25.72 polymorphic
fragments by primer. Wide genetic variability among genotypes, with the formation
of five groups of genetic diversity was detected. The Gower’s algorithm was used
for the simultaneous analysis of molecular and morphoagronomic data enabling
the formation of five sets of genetic diversity. The ISSR marker was efficient in
detecting polymorphism among the genotypes jabuticaba tree and can be used in
the molecular characterization of germplasm in future breeding programs for the
genetic improvements in the species. The use of the Gower’s algorithm was
effective in expressing differences between genotypes evaluated on the joint

analysis of data.

Keywords: Plinia sp., genetic diversity, multivariate analysis, fruit quality.



INTRODUGCAO

A fruticultura tem se destacado como um dos mais importantes segmentos
econdmicos do agronegocio brasileiro, sendo responsavel por inserir o Brasil
entre os trés maiores produtores de frutas do mundo, atras apenas da China e
india. A &rea cultivada com frutas ja ultrapassou a casa dos 2,2 milhdes de
hectares em todos os estados brasileiros, com volumes estimados em 43,6
milhdes de toneladas. Dessa producdo, 47% €& destinada ao sistema
agroindustrial e 53% para a comercializacao de frutas frescas (IBRAF, 2013).

Rico pela sua diversidade em recursos biolégicos, o Brasil € um dos mais
importantes centros de diversidade genética, onde € possivel encontrar uma
grande variabilidade de espécies de importancia econémica ou de potencial
utilizacdo (COSTA et al., 2009). As espécies frutiferas estdo entre 0s recursos
genéticos vegetais voltados para a alimentacdo e agricultura que mais se
destacam, devido a grande diversidade. Porém, a quase totalidade &
desconhecida, embora muitas delas possuam potencial para se tornarem
competitivas com as espécies frutiferas tradicionais (RASEIRA et al., 2004).

Entre a grande diversidade de fruteiras nativas e exoticas, destacam-se
muitas da familia Myrtaceae, sendo considerada uma das mais importantes
familias da flora brasileira em funcéo da larga ocorréncia de espécies comestiveis
e produtoras de frutas e/ou usadas na medicina tradicional (PLAZA et al., 2007).
De acordo com Lorenzi e Souza (2008), compreende aproximadamente 130
géneros e 4.000 espécies, e na flora brasileira sdo encontrados 26 géneros com
aproximadamente 1.000 espécies. Sua importancia concerne no seu alto
potencial tecnolégico, com frutos em condicbes para industrializacdo devido ao
rendimento em polpa, aroma caracteristico e compostos fitoquimicos com
propriedades antioxidantes (CAMLOFSKI, 2008). As espécies representantes

dessa familia, em sua maioria, sdo espécies de arvores e arbustos (MARCHIORI



e SOBRAL, 1997) que se desenvolvem nas zonas tropicais e subtropicais de
todos os continentes. Caracterizam-se por apresentar folhas simples de coloragéao
verde (ROCHA, 2007) troncos de casca lisa, com renovacéo do ritidoma a cada
estacdo de crescimento e florescimento no inicio da primavera (JOLY, 2002).

Em meio as espécies frutiferas dessa familia, pode-se citar a jabuticabeira
(Plinia sp.), uma planta nativa originaria do Centro-Sul do Brasil (CITADIN et al.,
2010), que ocorre de forma espontanea em grande parte do pais, principalmente
no Centro-Nordeste/Caatinga, no Centro-Sul/Sudeste no Brasil Central/Cerrado,
na Mata Atlantica e no Mato Grosso do Sul/Pantanal (LIMA et al., 2008).

As jabuticabeiras compreendem um conjunto de nove espécies botéanicas, as
quais apresentam sérios problemas quanto a sua classificacdo taxon6mica,
existindo controvérsias quanto a diferenciacao entre as espécies (MATTOS, 1983;
LANDRUM e KAWASAKI, 1997). Sobral (1985) elaborou uma proposta para a
alteracdo nomenclatural do género Myrciaria para o género Plinia, afirmando que
semente com cotilédones separados € uma caracteristica constante em Plinia e
muito rara em Myrciaria, que tem os cotilédones soldados. Além disso, o autor
relata que inflorescéncias congestas e caulifloras, entre outras, sdo caracteristicas
do género Plinia. Dessa forma, Mattos (1998) utilizou o género Plinia para
reclassificar as espécies de jabuticabeira. Porém, o género Myrciaria € ainda
largamente empregado no meio cientifico, na classificacdo botanica de
jabuticabeiras e pode ser considerado como sinonimia.

Originalmente, a jabuticabeira € uma planta de clima subtropical, mas se
adapta também ao clima tropical. Desenvolve-se bem em solos preferencialmente
silicargilosos, profundos, permeaveis ricos em matéria organica e com bom
suprimento de agua durante o ano todo (DONADIO, 2009). Cresce, floresce e
frutifica intensamente com boa disponibilidade de agua, porém o encharcamento
do solo é prejudicial, pois pode matar as raizes da planta (DONADIO, 2000).

A planta possui porte médio a alto, com 6 a 8 m e até 12 m de altura e tem
como caracteristica tipica, o habito de frutificacdo nos ramos com ruptura na
casca (LORENZI et al., 2006) (Figura 1). Seu tronco geralmente é reto, cilindrico,
com casca lisa, castanho acinzentado e com deiscéncia em pequenas placas.
Frutificam abundantemente, podendo cobrir até as raizes. Formam uma copa
arredondada, com ramificacdo ascendente e densa folhagem perene. As folhas

Sao opostas, inteiras, lanceoladas com 6 a 7 cm de comprimento por 2 a 3 cm de



largura, apice agudo acuminado, base obtusa e apresentam peciolo curto,
medindo 2 a 3 mm de comprimento (MARCHIORI e SOBRAL, 1997).

As flores que se desenvolvem em ramos grossos (caulifloria), sdo brancas,
pequenas, apresentam ovario bicarpelar, infero e glabro, o estigma é peltado. As
folhas apresentam a nervura central levemente impressa na epiderme adaxial e
saliente na epiderme abaxial (MANICA, 2000; PEREIRA, 2003).

Figura 1. Jabuticabeira adulta (A), frutos (B).

A jabuticabeira floresce mais de uma vez ao ano, com flores novas
recobrindo a periferia dos ramos, sendo a principal e mais intensa no final do
inverno e inicio da primavera, com as folhas novas recobrindo a periferia da copa
e dando-lhes caracteristica ornamental. (DONADIO et al., 2002).

A colheita dos frutos ocorre de 1 a 1,5 més apos a florada, podendo
acontecer em diferentes épocas do ano, conforme a regido de cultivo e também

umidade do solo. A colheita da fruta deve ser cuidadosa sendo de forma manual,



recomendando-se recipientes menores, e 0 seu transporte para consumo final
deve ser no mesmo dia da colheita (DONADIO, 2000).

Suas sementes possuem o carater poliembriénico, o que possibilita a
obtencao de mais de uma plantula por semente (WAGNER JUNIOR et. al, 2011),
sendo capaz de originar plantulas que detém as mesmas caracteristicas da planta
mae, a partir de embrides nucelares (ANDERSEN, 1983). No entanto, se a origem
desse embrido for gamética, este poderd ter herancas genéticas diferentes.
(GUEDES, 2009).

Essa fruteira apresenta grande potencial de comercializag&o, pois seu fruto
€ muito apreciado tanto para consumo in natura como para a fabricacédo de geleia,
bebidas fermentadas, vinagre e licor de forma caseira. Além disso, pode ser
aproveitada pela industria farmacéutica e alimenticia, devido seu alto teor de
substancias antioxidantes (DANNER et al., 2008; CITADIN et al., 2010) e por
apresentar grande valor nutricional, possuindo alto teor de carboidratos, fibras,
vitaminas, flavonoides e, ainda, sais minerais como ferro, céalcio e foésforo
(ASCHERI et al., 2006). Possui também outras caracteristicas importantes como
o alto valor paisagistico de suas plantas, e a excelente qualidade de sua madeira
(LORENZI, 1992), que € pesada, compacta elastica e de longa durabilidade
quando tratada. E empregada em tablados em geral, confeccdo de moveis,
construcéo civil e para lenha (LORENZI, 1992).

A jabuticabeira € uma planta que tem despertado grande interesse entre 0s
produtores rurais devido a sua alta produtividade, rusticidade e aproveitamento de
seus frutos nas mais diversas formas (BRUNINI et al., 2004).

Porém, apesar deste reconhecido potencial, a literatura é bastante limitada
em numero de referéncias a esta fruteira (CITADIN et al.,, 2010). Da mesma
forma, a producdo comercial, embora em crescimento, é pequena e limitada a
determinadas regifes, sendo ainda considerada uma planta frutifera de pomares
domeésticos de chacaras, sitios ou fazendas (SATO e CUNHA, 2007; CITADIN et
al., 2010). E mesmo sendo o Brasil, centro de origem desta espécie, ainda
apresenta poucos ou quase inexistentes bancos de germoplasma (MARTINS,
2013). Além disso, a jabuticaba é altamente perecivel, apresentando um periodo
curto de utilizacao, devido ao seu alto teor de 4gua e acglcares. Depois de colhida,
a fruta tem vida utii de até trés dias, o que prejudica bastante a sua
comercializagéo (ASCHERI et al., 2006; SATO e CUNHA, 2007).



Mesmo apresentando esses entraves, a producdo da jabuticabeira poderé
ser ampliada e se difundir por novos mercados de comercializacdo. Para tanto, é
necessario que se invista em pesquisa bésica e tecnoldgica nessa cultura. Deve-
se estimular programas de melhoramento genético, com o intuito de selecionar
clones que apresentem caracteristicas agronémicas superiores e também
aperfeicoar as técnicas de cultivo (CITADIN et al., 2010). O desenvolvimento de
estudos de biologia floral, modo de reproducéo, caracterizacdo de germoplasma,
propagagao vegetativa, entre outros, aliados com a conservagéo in situ e ex situ
do germoplasma de interesse podem ser amplamente utilizados para tal finalidade
(DANNER, 2009).

A caracterizacdo de genoétipos deve ser realizada a fim de obter
informacdes sobre a qualidade disponivel no material genético (RAMALHO et al.,
2000), constituindo-se numa das principais etapas em trabalhos de
melhoramento, pois permite identificar, selecionar e indicar materiais superiores
(FARIAS NETO et al., 2004). E necessario que se tenha o conhecimento das
caracteristicas agronémicas e morfologicas para que entdo seja possivel
manipular adequadamente a variabilidade genética observada (MELETTI et al.,
1992). Para tanto, estudos basicos que envolvam a caracterizacdo em relagcéo as
plantas e aos frutos, representam uma importante fase do estudo de uma espécie,
pois podem gerar dados para futuros trabalhos de melhoramento (SANTOS,
2009).

Trabalhos que envolvem a caracterizacéo e avaliagdo morfoagronémica de
jabuticabeiras sdo escassos. Porém, Citadin et al. (2005) afirmaram que o0s
resultados verificados nestes trabalhos mostram a variabilidade entre os
gendtipos avaliados, os quais podem fomentar futuros programas de
melhoramento genético, com o intuito de selecionar clones que apresentem
caracteristicas agrondmicas superiores e também de aperfeicoar as técnicas de
cultivo.

O emprego desses descritores morfolégicos para o registro e lancamento
de novas variedades tem sido tradicionalmente utilizado pelos melhoristas. No
entanto, mesmo que a caracterizacdo morfolégica continue sendo importante e
predominante esse tipo de descritor apresenta algumas limitacdes que tém

gerado a necessidade de se buscar alternativas (MILLACH, 1999).
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A utilizacdo isolada dos descritores morfolégicos ndo é suficiente para
caracterizar genétipos que diferem em poucos atributos genéticos, ou mesmo em
um unico gene. (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998), pois a sua expressao
génica pode ser influenciada pelas interacbes ambientais (TOPPA e JADOSKI,
2013).

Uma alternativa que tem contribuido para contornar as limitaces
associadas aos dados morfoldgicos é a utilizagdo dos descritores ou marcadores
moleculares, que permitem acessar e selecionar variabilidade a nivel de DNA
(FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

Caracteristicas de DNA que diferenciam dois ou mais individuos e sao
herdadas geneticamente s&o conhecidas como marcadores moleculares. O
principal avango que essa técnica tras é a possibilidade de acessar diretamente o
genodtipo de um individuo, evitando, assim, a expressao do fenotipo e a influéncia
do ambiente sobre este, além de permitir uma ampla amostragem do genoma de
um individuo (MILLACH,1999).

Dessa forma, os marcadores morfoldégicos e o0s moleculares séao
importantes ferramentas que se complementam na avaliacdo da variabilidade
genética de determinada populacdo. A combinacdo de dados morfolégicos com
moleculares torna a avaliagdo mais completa e precisa (RICK e YODER, 1988).

Matos (2010) afirmou que os marcadores moleculares possuem diversos
potenciais para aplicacdo no melhoramento genético de plantas, onde pode-se
destacar: a caracterizacdo de acessos de germoplasma e variedades, estudos de
diversidade genética devido a grande quantidade de informacdes geradas,
selecdo assistida, construcdo de mapas genéticos e mapeamento de
caracteristicas quantitativas.

No estudo de diversidade genética, 0s marcadores moleculares
representam ferramentas bastante importantes, uma vez que permitem avaliar,
em curto prazo, um numero elevado de genoétipos e apresentam um alto grau de
polimorfismo, auxiliando em selecdo e hibridacdo os marcadores morfolégicos
(FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

Vérias técnicas que permitem revelar variabilidade em nivel de DNA estéo
disponiveis e sdo amplamente utilizadas pelos melhoristas. Entre elas pode-se
citar a ISSR (Inter Simple Sequence Repeats - Sequéncias Simples Repetitivas

Internas), este marcador molecular tem grande aplicabilidade em programas de



melhoramento genético devido ao alto grau de polimorfismo, reprodutibilidade e
baixo custo. A técnica se baseia na amplificacdo de regides entre sequéncias
microssatélites adjacentes do DNA via PCR (Polymerase Chain Reaction)
(SALIMATH et al., 1995).

O marcador ISSR tem tido grande aplicabilidade em estudos de
diversidade genética, revelando ampla variabilidade em diversas culturas (COSTA
et al., 2011; MORAES FILHO et al., 2011; SANTOS et al. 2011; SILVA et al.,
2011) sendo, portanto indicado pra 0 uso na caracterizacdo molecular de
germoplasma.

Porém, até o presente momento pouco se sabe sobre o emprego desse
marcador em jabuticabeiras, carecendo de estudos que envolvam a sua utilizacao
para o conhecimento da variabilidade da espécie.

Dessa maneira, a caracterizacdo morfologica e molecular da jabuticabeira
faz-se necessaria para o conhecimento da espécie, visto que esta ainda é
explorada de forma extrativista, permitindo assim a selecdo para uso em sistemas
de producéo e em trabalhos de melhoramento genético.

Para analisar a diversidade genética existente entre gendtipos, a analise
multivariada € uma técnica bastante util, pois permite a obtencédo de resultados
mais apurados uma vez que avalia o individuo em varios aspectos (CRUZ et al.,
2004). Essa analise € baseada em algoritmos, ou medidas de distancia, que
consideram simultaneamente inUmeras caracteristicas utilizadas em experimentos
de caracterizacdo e avaliagdo de germoplasma (SUDRE et al., 2007). Esses
caracteres podem ser quantitativos ou qualitativos, a partir dos quais sao
calculadas as medidas de dissimilaridade.

Quando se utiliza variaveis guantitativas, a medida de dissimilaridade é
calculada pelo método da distancia Euclidiana ou Mahalanobis, escolha esta
determinada pela precisdo do experimento (auséncia ou presenca de repeticéo).
Porém a distancia euclidiana média padronizada € a mais utilizada para avaliar
individuos sem casualizacdo e controle local. Para descritores qualitativos
utilizando dados binérios, obtidos via marcador molecular, os indices de Jaccard e
de Nei e Li sdo interessantes por excluirem a coincidéncia de auséncia de bandas
para um par de genotipos (tipo 0 — 0) (CRUZ e CARNEIRO, 2003).

A geracao de um grande namero de dados de diferentes categorias pode

ser um fato que dificulta a andlise e a interpretacdo dos resultados de



caracterizacdo e avaliacdo de germoplasma, muitas vezes resultando na
incompleta disting&do entre os acessos (ROCHA et al., 2010). Para contornar essa
problematica, Gower (1971) propds uma metodologia que permite a andlise
simultdnea dos caracteres quantitativos e qualitativos fornecendo uma melhor
indicacédo da potencialidade da variabilidade existente em diferentes genaétipos.
Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi caracterizar genoétipos de
jabuticabeira localizados no Recbncavo da Bahia com base em descritores

morfoagronémicos e moleculares para avaliar a diversidade genética na espécie.
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CARACTERIZACAO FiSICA, QUIMICA E FISICO-QUIMICA DE FRUTOS DE
JABUTICABEIRAS EM MUNICIPIOS DO RECONCAVO BAIANO

Autora: Elaine Silva da Cruz
Orientadora: Ana Cristina Vello Loyola Dantas

RESUMO: A jabuticabeira (Plinia sp.) possui um grande atrativo ao consumo dos
seus frutos devido as qualidade organolépticas porém, o conhecimento a cerca
das suas caracteristicas € restrito. Caracterizar e avaliar genotipos com base em
caracteres de interesse agronémico e industrial € importante, pois auxilia o estudo
sobre diferenciacdo das espécies permitindo, selecionar genétipos com
caracteristicas superiores para 0 uso em programas de melhoramento genético
ou sistemas de producdo. Em vista disso, 0 objetivo deste estudo foi caracterizar
genotipos de jabuticabeira, localizados no Recéncavo da Bahia, com base nas
caracteristicas fisicas, quimicas e fisico-quimicas dos frutos. Foram localizadas
35 jabuticabeiras, identificadas e georreferenciadas com o auxilio de um GPS. De
cada gendtipo foram caracterizados 30 frutos quanto a: massa total do fruto, da
semente, da casca e da polpa, diametros transversal e longitudinal do fruto e da
semente, relacdo entre diametro transversal e longitudinal do fruto e da semente,
espessura da casca, humero de sementes, percentagens de polpa (rendimento de
polpa), semente e casca do fruto. A polpa foi homogeneizada para a
caracterizacdo quimica e fisico-quimica: potencial hidrogeniénico, teor de solidos
soluveis, acidez titulavel, relacdo entre soélidos solaveis e acidez titulavel (ratio) e
teor de vitamina C (acido ascorbico). O indice tecnolégico foi determinado e o
indice de soma de classificacdo de Mulamba e Mock foi calculado para a
identificacdo de genotipos promissores. Os dados foram submetidos a analise
estatistica descritiva e analises multivariadas de agrupamento. Os resultados
revelaram variabilidade entre os genétipos, havendo a formacéo de cinco grupos
principais de dissimilaridade genética. A andlise multivariada foi eficiente em
discriminar o genétipo JSP1 e JCA5 como os mais divergentes. As caracteristicas
gue mais contribuiram para a formacdo dos grupos foram: ratio, vitamina C e

rendimento de polpa.

Palavras chave: (Plinia sp.), descritores morfoagrondmicos, analise multivariada.
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PHYSICAL, CHEMICAL AND PHYSICO-CHEMICAL CHARACTERIZATION OF
THE FRUITS JABUTICABEIRA IN THE MUNICIPALITIES RECONCAVO
BAIANO

Author: Elaine Silva da Cruz
Advisor: Ana Cristina Vello Loyola Dantas

ABSTRACT: The jabuticaba tree (Plinia sp.) have a great asset to the
consumption of fruits due to their organoleptic quality however, the knowledge
about their characteristics is restricted. Characterize and evaluate genotypes
based in characters of agronomic and industrial interest it is important, because it
helps the study of differentiation of the species allowing, select genotypes with
characteristics superiors for use in breeding programs genetic improvements or
production systems. The objective of this study was to characterize genotypes of
the jabuticaba tree, from the Recbncavo of Bahia, based on physical, chemical
and physico - chemical characteristics of fruits. 35 jabuticaba tree were located,
identified and georeferenced with the help of a GPS (Global Positioning System).
30 fruits of each genotype were characterized as the total mass of the fruit, seed,
peel and pulp, transverse and longitudinal diameters of the fruit and seed relation
between transverse and longitudinal diameter of the fruit and seed, shell
thickness, number of seeds, percentage of pulp (pulp yield), seed and peel of the
fruit. The pulp was homogenized for chemical and physico-chemical
characterization: hydrogen potential, soluble solids, titratable acidity, soluble solids
ratio and titratable acidity (ratio), vitamin C (ascorbic acid). Technological index
and index -sum classification Mulamba and Mock were calculated. The data were
submitted to descriptive statistical analysis and multivariate cluster analysis. The
results revealed variability among genotypes, with the formation of five major
groups of genetic dissimilarity. The multivariate analysis was effective in
discriminating genotype JSP1 and JCA5 as the most divergent. The
characteristics that contributed most to the formation of the groups were: ratio,

vitamin C and pulp yield.

Keywords: (Plinia sp.), morphological descriptors, multivariate analysis.
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INTRODUCAO

O Brasil apresenta uma grande diversidade de espécies frutiferas que
possuem frutos comestiveis, com um grande potencial de exploragdo econbmica,
muitas vezes ndo utilizado, principalmente devido a falta de conhecimento sobre
as espécies. Como destaque para tal tem-se a jabuticabeira (Plinia sp.), chamada
pelos indios tupis de “iapoti’kaba”, que significa “fruta em botao”,
seu formato (MELETTI, 2000).

A principal caracteristica se encontra na qualidade de seus frutos, que séo

em alusdo ao

doces e saborosos, 0 que proporciona uma grande aceitagcdo para 0 consumo in
natura (ANDERSEN e ANDERSEN, 1989) e para o processamento, na producao
de diversos derivados da jabuticaba: vinho, suco, geléia, vinagre, aguardente,
licor (DONADIO, 2000). Pode ser aproveitada pela indastria farmacéutica e
alimenticia, devido seu alto teor de substancias antioxidantes (DANNER et al.,
2008; CITADIN et al., 2010) e por apresentar grande valor nutricional, possuindo
alto teor de carboidratos, fibras, vitaminas, flavonoides e, ainda, sais minerais
como ferro, calcio e fosforo (ASCHERI et al., 2006). Apresentam compostos
fendlicos na constituicho dos seus frutos, que estdo relacionados a atividade
antioxidante, anticancerigena, cardioprotetora, antialergénica e anti-inflamatoéria
(ZICKER, 2011) apresentando uma série de beneficios a saude através do seu
consumo. Além disso, possui também outras caracteristicas importantes como o
alto valor paisagistico de suas plantas, e a excelente qualidade de sua madeira,
gue é utilizada em tablados em geral para confeccdo de mdéveis, e para lenha
(LORENZI, 1992). Lima et al. (2008) e Zicker (2011) sugerem o aproveitamento
das fracdes da jabuticaba: casca e semente, que normalmente sdo desprezadas
no processamento, podendo ser utilizadas para a fabricagdo de corantes e
extracdo de Oleo de interesse para a industria cosmética.

A jabuticabeira € uma planta que tem despertado grande interesse entre os
produtores rurais devido a sua alta producéo, rusticidade e aproveitamento dos
seus frutos nas mais diversas formas (BRUNINI et al., 2004).

No melhoramento genético, é de grande importancia que se identifique
gendtipos com caracteristicas superiores. Para tanto, a caracterizacdo dos

gendtipos de uma dada espécie constitui uma das principais etapas, pois permite
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identificar, selecionar e indicar os melhores individuos a serem utilizados (FARIAS
NETO et al., 2004).

A caracterizacdo de genotipos consiste na observagdo, mensuragdo e
documentacdo de caracteristicas herdaveis que se expressem em todos 0s
ambientes (VICENTE et al., 2005). Esta, quando bem conduzida, permite
diferenciar gendtipos, identificar duplicatas, verificar a variabilidade existente e
indicar gendtipos mais divergentes (VALLS, 2007). No intuito de identificar e
selecionar genoétipos com caracteristicas superiores em relacdo a qualidade dos
frutos, a caracterizacéo fisica, quimica e fisico-quimica é bastante empregada em
diversas culturas.

Alguns estudos vém sendo realizados para a caracterizacdo de genétipos
de jabuticabeiras baseados nas caracteristicas dos frutos. Os resultados desses
trabalhos vém indicando a variabilidade existente nessa espécie, porém as
informagbes registradas ainda s&o insuficientes diante da dispersdo de
jabuticabeiras em diversas regides do Brasil. Nascimento et al. (1991) afirmaram
gue nao se pode tomar como referéncia os resultados obtidos com a
caracterizacao dos frutos de uma regido para outra, pois os atributos de qualidade
sofrem influéncia do clima, solo, tratos culturais e estadio de maturacao.

Sendo assim, o0 objetivo deste estudo foi caracterizar genoétipos de
jabuticabeira, localizados no Recdncavo da Bahia, com base nas caracteristicas

fisicas, quimicas e fisico-quimicas dos frutos.

MATERIAL E METODOS

Gendtipos de jabuticabeira, num total de 35, foram localizados em nove
municipios do Recéncavo da Bahia: Cabeceiras do Paraguacu, Cruz das Almas,
Governador Mangabeira, Maragogipe, Muritiba, Santo Antdnio de Jesus, Sao
Félix, Sao Felipe e Sapeacu. Com base em informac6es de moradores locais,
agricultores e através de observacdes in loco, na zona rural e urbana. Cada

gendtipo foi identificado e georreferenciado com o auxilio de um GPS (Tabela 1).
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Tabela 1. Localizacdo dos gendtipos de jabuticabeira (Plinia sp.) avaliados nos

municipios do Recdncavo da Bahia, BA.

Genotipo Localidade Municipio Latitude Longitude

JCP1 Prop. Sr. Moaci Cab. do Paraguagu S 12°37'95” W 039°13°'91”
JCP2 Prop. Sr. Tunico Cab. do Paraguacgu S 12°34'75” W 039°11°32”
JCP3 Prop. Sr. Tunico Cab. do Paraguacgu S 12°34'75” W 039°11°32”
JMT1 Prop. Sr. Alcides Muritiba S 12°08'19” W 039°01’41”
JMT2 Prop. D. Ana Muritiba S 12°37°41” W 039°05°30”
JSP1 Prop. Sr. Sinésio Sapeagu S 12°39’39” W 039°13'39”
JCAl Prop. Sr. Danilo Cruz das Almas S 12043'81” W 039°04'33"
JCA2 Prop. Sr Sr. Bui Cruz das Almas S 12°39'80”" W 039°06'28"
JCA3 Prop. Sr. Leonardo  Cruz das Almas S 12039'83”" W 039°05'98”
JCA4 Prop. Sr. Leonardo  Cruz das Almas S 12039'83” W 039°05'98”
JCA5 Prop. Sr. Ivo Cruz das Almas S 12040'88” W 039°05'84”
JCA6 Prop. Sr. Hermes Cruz das Almas S 12042'81”" W 039°07°20”
JCA7 Prop. D. Dulce Cruz das Almas S 12°39'63” W 039°05'38”
JGM1 Prop. Sr. Jacob Governador Mangabeira g 12035'g0” W 039°06'81"
JSF1 Prop. Sr. Humberto  S&o Félix S 12°41'93” W 039°02'30”
JSF2 Prop. Sr. Humberto  S&o Feélix S 12°41'93” W 039°02'30”
JSF3 Prop. Sr. Humberto  S&o Feélix S 12°41'93” W 039°02'30”
JSF5 Prop. Sr. Humberto  S&o Feélix S 12°41'93” W 039°02'30”
JSF6 Prop. Sr. Humberto  S&o Feélix S 12°41'93” W 039°02'30”
JSF7 Prop. Sr. Humberto  S&o Félix S 12°41'93” W 039°02'30”
JSF8 Prop. Sr. Humberto  S&o Feélix S 12°41'93” W 039°02'30”
JSF9 Prop. Sr. Humberto  S&o Feélix S 12°41'93” W 039°02'30”
JMG1 Prop. D. Maria Maragogipe S 12042'07” W 039°02°18”
JMG2 Prop. Sr. Vado Maragogipe S 12047'18” W 039°02°16”
JMG3 Prop. Sr. Vado Maragogipe S 12047'15” W 039°02°13”
JMG4 Prop. Sr. Olavo Maragogipe S 12939'80” W 039°06'27”
JMG5 Prop. Sr. Olavo Maragogipe S 12049'07” W 039°02°41”
JMG6 Prop. Sr. Olavo Maragogipe S 12049'08” W 039°02°40”
JMG7 Prop. Sr. Olavo Maragogipe S 12049'08” W 039°02°40”
JSFP1 Prop. Sr. Dorinho Séo Felipe S 12°44°67" W 039°05’33”
JSFP2 Prop. Sr. Dorinho Séo Felipe S 12°44°67" W 039°05’33”
JSFP3 Prop. D. Lucinha Séo Felipe S 12°44.15’ W 039°05.59°
JSFP4 Prop. Sr. Inhozinho  Sao Felipe S 12°4502" W 039°08’04”
JSFP5 Prop. Sr. Ademir Séo Felipe S 1294504 W 039°04'84”
JSA1 Prop. Sr. Jodo Santo Antbnio de Jesus g 1205776 W 039°15'45"
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Foi coletada uma amostra de 100 frutos por planta, que apdés identificada
foi encaminhada ao Laboratério de Fruticultura da Universidade Federal do
Recbncavo da Bahia em Cruz das Almas, Ba. No laboratorio, os frutos foram
higienizados e uniformizados quanto ao estadio de maturacdo e conservacgao.
Desses, 30 frutos foram caracterizados quanto a: didmetro longitudinal e diametro
transversal do fruto e da semente, massa total do fruto, da semente, da casca e
da polpa, espessura da casca e numero de sementes. As massas do fruto, casca
e da semente foram obtidas em balanca analitica. A massa da polpa foi calculada
por diferenca (massa da polpa = massa do fruto — massa da casca — massa da
semente). Os diametros do fruto e a espessura da casca foram obtidos com o uso
de paquimetro digital. Foram calculadas a relagdo entre diametro transversal e
diametro longitudinal do fruto, as percentagens de polpa (rendimento de polpa),
semente e casca do fruto.

Posteriormente a obtencédo de todas as medidas fisicas, os frutos foram
despolpados para a caracterizagcdo quimica e fisico-quimica da polpa, avaliando-
se: pH, quantificado com o uso de peagametro; teor de sélidos soluveis (SS),
determinado por leitura em refratdmetro, obtendo-se o valor em °Brix a 25°C;
acidez titulavel (AT) realizada de acordo com as recomendac¢des da Association of
Official Analytical Chemical (1995), sendo os resultados expressos em % de acido
citrico; relacdo SS/AT (ratio), determinada matematicamente mediante a divisdo
entre essas duas determinacfes; teor de vitamina C (acido ascorbico), pelo
método do iodato de potassio, de acordo com normas do Instituto Adolfo Lutz
(1985), expresso em mg de acido ascorbico/100 g de polpa e por fim, indice
tecnolégico (IT) obtido pela equacdo: IT = (sdlidos solaveis x rendimento de
polpa)/100.

Os dados foram submetidos a analise descritiva obtendo-se estimativa da
média, valores minimos, maximos, assim como, desvio padrdo e coeficiente de
variacao, utilizando-se o Programa SAS versdo 9.0 (SAS Institute, 2003).

Para definir o grau de associacdo entre as caracteristicas foi calculado o
coeficiente de correlacdo linear de Spearmann, utilizando-se o programa SAS
versao 9.0 (SAS Institute, 2003).

A analise multivariada de agrupamento foi realizada utilizando-se as
médias padronizadas. Como medida de dissimilaridade calculou-se a distancia

euclidiana média e para a formacdo dos agrupamentos utilizou-se o método
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UPGMA - Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean (SNEATH e
SOKAL, 1973), calculando-se as taxas de contribuicdo relativa para a
dissimilaridade pelo método de SINGH (1981). As analises foram realizadas com
auxilio do Programa Genes 7.0 (CRUZ, 2008) e o dendrograma foi obtido pelo
programa STATISTICA 7.1 (STATSOFT, 2005). A validacdo dos agrupamentos foi
determinada por meio do célculo do coeficiente cofenético (CCC) de acordo com
Sokal e Rohlf (1962) e sua significancia testada pelo teste t de Student a 5% de
probabilidade, utilizando-se o programa Genes.

Com base no pacote “NbClust” pertencente ao programa computacional R
(CHARRAD et al., 2011), foi utilizado como critério para formacao dos grupos e
determinacao do ponto de corte o indice do Pseudot2 (DUDA e HART,1973).

Para a identificacdo de gendtipos promissores, foi utilizada a técnica de
indice de soma de classificacdo de Mulamba e Mock (1978), considerando-se as
variaveis de maior interesse para utilizacdo comercial. Este indice foi obtido a
partir dos resultados dos caracteres fisicos dos frutos, fisico-quimicos e quimicos

da polpa.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise das caracteristicas fisicas dos frutos indicou a existéncia de
variacdo entre os gendtipos avaliados. De um modo geral, foi possivel observar
gue houve diferenca entre os genoétipos no que se refere as caracteristicas fisicas
de frutos. Os coeficientes de variacdo (CV) apresentaram uma amplitude bastante
consideravel, de 11,67 a 47,3%, exceto para a relagdo diametro
transversal/longitudinal dos frutos e rendimento de polpa, com CV de 4,57% e
6,62% respectivamente (Tabela 2).

Os genotipos avaliados apresentaram variabilidade para as caracteristicas
de diametro transversal (DT) e longitudinal (DL) dos frutos, com variacédo de 18,02
a 30,58 mm e de 17,81 a 30,59, respectivamente. No entanto, a relacdo DT/DL
apresentou pouca variacdo (CV de 4,57%), com média de 1,01, indicando o

formato arredondado dos frutos.
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Tabela 2. Valores médios referentes as caracteristicas fisicas de frutos de 35 genotipos de jabuticabeira (Plinia sp.) localizados em

municipios do Recdncavo da Bahia, BA.

Genotipos  MF DT DL DT/DL EC MC MS MP DTS DLS DTS/IDLS N°S %MC 9%MS %RP
JCP1 8,99 25,14 2548 0,99 0,99 299 0,30 5,70 7,33 9,76 0,75 230 3337 3,30 6333
JCP2 16,01 30,58 30,59 1,00 106 4,46 0,38 11,17 7,98 11,96 0,67 3,17 27,85 2,40 69,75
JCP3 11,81 28,07 2695 104 0,75 3,03 035 842 7,32 11,81 0,62 363 2571 299 71,31
JMT1 9,799 2555 2581 099 09 3,04 0,30 6,45 6,92 9,54 0,73 2,20 30,92 3,08 66,00
JMT2 6,39 23,09 20,78 1,12 0,80 2,12 0,37 3,90 7,50 10,06 0,75 1,67 3321 5,77 61,02
JSP 12,06 27,61 27,69 1,00 164 413 034 7,60 11,12 8,40 1,34 250 3427 2,81 62,92
JCA1 6,64 22,78 21,71 1,05 0,80 195 0,29 4,40 7,80 10,54 0,74 230 2939 430 66,31
JCA2 12,80 28,33 27,80 1,02 1,72 466 0,24 7091 7,48 9,01 0,76 263 36,35 1,85 61,79
JCA3 7,73 2392 23,01 1,04 0,99 248 0,13 512 5,84 7,74 0,76 167 32,15 1,72 66,13
JCA4 7,48 2352 2287 1,03 0,99 244 0,17 4,87 6,62 8,56 0,78 163 3263 224 65,13
JCAS5 7,66 23,78 2194 1,08 0,52 1,75 0,61 5,30 9,76 12,46 0,79 1,23 23,00 7,9 69,04
JCAG6 540 20,49 2098 0,98 0,56 1,42 0,20 3,78 6,51 8,94 0,73 1,70 26,37 3,68 69,96
JCA7 566 2054 2062 1,00 0,71 159 0,26 3,81 7,57 9,27 0,82 1,43 28,08 4,57 67,35
JGM1 6,02 2232 21,79 1,03 1,50 249 0,28 3,25 7,41 9,81 0,76 230 4154 4,67 53,80
JSF1 10,18 26,24 2543 1,03 0,86 290 0,31 6,96 8,16 10,93 0,75 2,77 28,72 3,08 68,20
JSF2 7,74 2365 2329 1,02 0,98 241 037 49 8,30 10,46 0,80 153 31,16 4,77 64,07
JSF3 10,52 26,56 2536 105 0,79 3,02 0,32 7,17 7,67 11,15 0,69 3,07 28,74 3,07 68,19
JSF5 781 24,00 23,29 1,03 0,87 259 0,22 4,9 6,76 9,27 0,73 280 3323 2,87 63,90
JSF6 6,18 22,14 21,74 1,02 0,89 2,13 0,20 3,85 7,14 9,35 0,76 263 34,38 3,30 62,32
JSF7 10,58 26,44 2560 1,03 0,86 246 0,32 7,80 7,68 10,68 0,72 3,20 23,27 3,02 73,70
JSF8 8,23 2437 2363 103 0,92 2,40 0,28 5,55 7,77 10,70 0,73 287 2922 3,40 67,37
JSF9 7,40 23,67 23,12 102 094 221 0,30 4,88 7,76 10,56 0,74 283 2994 4,06 66,00
JMG1 591 21,49 20,63 1,04 1,19 2,27 037 3,26 7,91 9,58 0,94 1,20 3853 6,21 55,27
JMG2 3,42 18,12 1831 0,99 0,78 1,33 0,14 1,95 6,38 8,77 0,73 2,23 38,80 4,12 57,08
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Genotipos MF DT DL DT/DL EC MC MS MP DTS DLS DTS/DLS NS %MC  %MS  %RP
JMG3 366 1865 17,81 1,05 0,73 1,17 0,11 2,39 5,68 8,01 0,71 243 32,01 297 65,02
JMG4 556 20,41 20,61 0,99 0,55 153 0,27 3,75 7,49 8,87 0,85 1,37 27,77 4,92 67,31
JMG5 4,14 18,02 1831 0,99 0,58 1,30 0,25 259 7,23 8,82 0,82 1,40 3160 6,12 62,27
JMG6 577 20,38 20,74 098 0,59 159 026 391 7,20 9,17 0,79 1,73 2764 450 67,86
JIMG7 522 19,62 20,29 097 0,55 153 0,27 342 7,22 8,98 0,81 1,37 29,36 5,11 65,53
JSFP1 9,25 25,17 2736 092 083 2,78 030 6,17 7,98 11,26 0,71 293 30,25 3,30 66,46
JSFP2 6,24 21,74 2366 092 088 209 025 39 7,48 10,44 0,72 280 3349 396 62,55
JSFP3 10,31 26,21 27,71 09 099 317 031 683 7,87 11,09 0,71 250 30,81 3,038 66,16
JSFP4 4,36 1826 20,70 0,88 0,78 142 0,18 2,76 6,03 8,84 0,69 260 3246 4,21 63,33
JSFP5 533 20,73 2159 09 0,76 168 0,24 341 7,50 10,05 0,75 263 31,48 4,57 63,96
JSAl 537 2082 2054 101 054 123 023 391 6,84 8,75 0,79 1,40 2294 4,26 72,80
Média 765 2321 2308 101 088 234 028 503 7,46 9,84 0,77 2,25 30,88 3,89 65,23

Min 342 18,02 17,81 0,88 0,52 1,17 0,11 1,95 5,68 7,74 0,62 1,20 2294 1,72 53,80
Max 16,01 30,58 30,59 1,12 1,72 466 061 11,17 11,12 12,46 1,34 3,63 4154 796 73,70
D.P 28 316 307 005 028 088 009 202 0,99 1,15 0,11 0,67 4,23 1,31 4,32
CV(®%) 3724 1363 1332 457 3216 3759 3246 40,06 1326 11,67 1481 29,62 13,69 33,76 6,62

*Massa do fruto em gramas (MF); diametro transversal do fruto em milimetro (DTF); diametro longitudinal do fruto em milimetro (DLF); relacao
entre didmetro transversal e longitudinal (DTF/DLF); espessura da casca em milimetro (EC); massa da casca (MC) em gramas; massa da
semente (MS) em gramas; massa da polpa (MP) em gramas; diametro transversal da semente (DTS) em milimetro; didametro longitudinal da
semente (DLS) em milimetro; nUmero médio de sementes (NS) por fruto; percentagem de massa da casca (%C); percentagem de massa da
semente (%MS); percentagem de rendimento de polpa (%RP); desvio padrédo (D.P) e coeficiente de variagao (C.V).
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As variaveis: massa do fruto, da casca e da semente, estdo relacionadas
com o rendimento do produto (RESENDE, 2007; VALLILO et al., 2005). A massa
do fruto apresentou amplitude de variacdo, de 3,42 g a 16,01 g, com média de
7,65 g. Oliveira et al. (2003) encontraram valores entre 3,56 a 7,40 g para frutos
coletados em Casa Branca e Pedregulhos, no estado de Sao Paulo. Frutos
menores foram encontrados por Jesus et al. (2004), em Jabuticabal, SP, com
variacdo de 1,6 a 4,5 g. Danner et al. (2011) verificaram valor médio de 7,0 g em
jabuticabeiras provenientes do sudoeste do Parana. A ampla variabilidade pode
ser devida ao ambiente, haja vista a diversidade de clima e solo em que as
plantas avaliadas foram cultivadas, além de fatores genéticos que certamente
estdo envolvidos, considerando as variagcdes observadas em cada um dos
municipios estudados. Para o consumo in natura, o peso médio dos frutos é uma
caracteristica importante, pois frutos maiores sdo mais atrativos para 0s
consumidores. Nesse aspecto, o genotipo JCP2 destacou-se com o0 maior valor
de massa de fruto (16,01 g).

As variaveis, massa da casca e da semente também apresentaram ampla
variabilidade, com coeficientes de variacédo de 37,59 e 32,46%, respectivamente.

No entanto, a massa da polpa foi a caracteristica com maior variabilidade
(CV de 40,06%), observando-se genotipos com massa da polpa variando de 1,95
a 11,17 g. Os frutos apresentaram em média, 30,88% de casca, 3,89% de
sementes, indicando alto rendimento de polpa de 65,23%. 60% gendtipos
avaliados apresentaram rendimento acima de 65%. O genotipo JSF7, proveniente
de S&o Félix, BA apresentou o maior rendimento de polpa (73,70%),
acompanhado de um alto valor para a massa do fruto (10,58 g) (Tabela 2).
Danner et al. (2011) ao avaliarem jabuticabeiras nativas do sudoeste do Parana
encontraram 36% de casca, 6,6% de sementes e 57,4% de rendimento de polpa,
valores proximos aos encontrados neste estudo.

Outra caracteristica de interesse € a espessura da casca. Em geral, a
jabuticabeira apresenta casca fina, o0 que pode significar pouca protecédo a perda
de umidade e altos valores de perda de massa e vida mais curta apds a colheita
(OLIVEIRA, 2011). Os genotipos avaliados apresentaram ampla variacdo na
espessura de casca variando de 0,52 (JCA5) a 1,72 mm (JCA2), com coeficiente

de variacéo de 32,16%.
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O diametro transversal e longitudinal da semente apresentou valores
minimos de 5,68 mm e 7,74 mm e maximos de 11,12 mm e 12,46 mm, com
meédias de 7,49 mm e 9,88 mm, apresentando um coeficiente de variagdo entre
13,27 e 12,98%, respectivamente. A relacdo DT/DL média de 1,01 indica formato
dos frutos predominantemente redondo (Tabela 2).

Para numero de sementes observou-se um coeficiente de variagdo de
29,62% entre os genotipos avaliados, com uma média de 2,25 sementes por fruto.
Caracteristicas como numero de sementes por fruto indicam perda de qualidade
para industria, uma vez que sao residuos, no entanto, podem ser utilizados para
estudos de propagacédo da espécie (GUEDES, 2009).

Na Tabela 3, pode-se observar que dentre os parametros, quimicos e
fisico-quimicos analisados, o pH apresentou maior homogeneidade, com
coeficiente de variacdo de 8,06% e amplitude de 3,00 a 3,60. Esses resultados
estao proximos aos obtidos por Oliveira et al. (2003), com uma variacao de 2,91
a 3,72 e por Lima et al. (2008), que verificaram uma amplitude de 3,39 a 4,01. No
processamento de frutos, valores baixos de pH favorecem a conservacao dos
alimentos, ndo havendo necessidade de adicdo de acido citrico na formulacéo
para evitar o crescimento de leveduras, pois dificulta o desenvolvimento de
microorganismos, além de poder ser usado como indicador do ponto de colheita
(LIMA et al., 2002).

Os solidos soluveis tém sido empregados para avaliar a maturidade dos
frutos, além de indicar a quantidade de sélidos que se encontram dissolvidos no
suco (HAPONIK et al., 2003). O teor de sdlidos soluveis (SS) apresentou variagao
de 9,87 a 19,73 °Brix, com uma meédia de 13,61 °Brix e coeficiente de variacdo de
20,37%. Brunini et al. (2004) encontraram variacdo de 12 a 15,5 °Brix, ao avaliar
frutos provenientes de Casa Branca, SP e Oliveira et al. (2003) observaram uma
variacdo de 11,5 °Brix e 17,9 °Brix em jabuticabas oriundas de Ibitiuva, SP e

Ituverava, SP, respectivamente.
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Tabela 3. Valores médios referentes as caracteristicas quimicas e fisico-quimicas
de frutos de 35 gendtipos de jabuticabeira (Plinia sp.) localizados em municipios
do Recboncavo da Bahia, BA.

Genotipos pH SS AT SS/AT VIT C IT
JCP1 3,35 11,47 0,96 12,00 10,56 7,26
JCP2 3,76 11,40 0,91 12,55 5,87 7,95
JCP3 3,83 10,67 0,70 15,33 10,56 7,61
JMT1 3,66 12,50 0,83 15,02 5,28 8,25
JMT2 3,41 11,47 0,87 13,11 12,32 7,00
JSP1 3,49 15,80 0,82 19,29 3,52 9,94
JCAl 3,65 17,17 0,70 24,68 9,39 11,38
JCA2 3,01 12,77 1,45 8,80 4,11 7,89
JCA3 3,57 12,77 0,62 20,64 5,87 8,44
JCA4 3,70 12,23 0,75 16,38 7,63 7,97
JCAS 3,68 13,03 0,82 15,96 28,75 9,00
JCAG6 3,52 9,87 0,90 10,97 10,56 6,90
JCA7 3,56 12,30 0,80 15,30 7,04 8,28
JGM1 3,45 11,07 0,92 12,06 12,32 5,95
JSF1 3,96 18,30 0,46 40,08 6,45 12,48
JSF2 3,72 16,87 0,64 26,53 8,80 10,81
JSF3 4,11 19,73 0,44 44,47 11,15 13,46
JSF5 3,79 14,43 0,58 24,87 9,39 9,22
JSF6 3,76 15,63 0,64 24,59 8,80 9,74
JSF7 4,09 18,00 0,48 37,67 7,04 13,27
JSF8 3,96 18,70 0,54 34,51 11,73 12,60
JSF9 3,88 18,23 0,60 30,52 13,49 12,03
JMG1 3,66 16,27 0,70 23,11 15,84 8,99
JIMG2 3,05 10,70 1,51 7,10 12,32 6,11
JMG3 2,97 10,10 1,51 6,71 7,63 6,57
JMG4 3,80 11,77 0,68 17,22 10,56 7,92
JMG5 3,70 12,03 0,85 14,09 13,49 7,49
JMG6 3,70 11,20 0,89 12,62 11,73 7,60
IMG7 3,84 11,47 0,70 16,39 11,73 7,51
JSFP1 3,36 13,30 0,92 14,50 5,87 8,84
JSFP2 3,15 13,13 1,05 12,56 4,69 8,21
JSFP3 3,43 13,27 0,96 13,82 4,69 8,78
JSFP4 3,19 12,63 1,60 7,88 8,80 8,00
JSFP5 3,35 11,23 1,30 8,64 14,08 7,18
JSAl 3,53 14,80 0,54 27,31 7,04 10,77
Média 3,59 13,61 0,85 18,78 9,69 9,03

Min 2,97 9,87 0,44 6,71 3,52 5,95
Max 4,11 19,73 1,60 44,47 28,75 13,46
D.P 0,29 2,77 0,30 9,62 4,58 2,07
C.V (%) 8,06 20,37 35,87 51,21 47,26 22,90

*Potencial hidrogenidnico (pH); Sdlidos solliveis em °Brix (SS); Acidez titulavel em % em acido
citrico (AT); Relacédo solidos soluveis/acidez titulavel (SS/AT); Vitamina C (VIT C) em mg de acido
ascorbico/100 g de polpa; Desvio padrao (DP) e Coeficiente de variacdo (C.V).
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Para Danner et al. (2011), frutas mais doces sao as preferidas pelos
consumidores e resultam em menores custos operacionais para a industria.
Porém, teores de sdlidos sollveis acima de 15 °Brix podem sugerir um menor
potencial de conservacdo poOs-colheita para as jabuticabas (LIMA et al., 2008),
tendo em vista que, 0 excesso de aclcares no fruto pode estar associado a uma
rapida deterioracdo e fermentacdo e, por consequéncia, reducdo da vida (util,
constituindo-se dessa forma uma variavel importante para mensurar a qualidade
do fruto (MAGALHAES et al., 1996).

Os valores relativos a acidez titulavel (AT) apresentaram uma amplitude de
0,44 a 1,60% de acido citrico, com média de 1,22%, préximos aos apresentados
por Oliveira et al. (2003), os quais encontraram uma variagdo de 0,88% de a
1,62% de acido citrico, em frutos coletados em Jeriquara e Viradouro, SP. Lima et
al. (2008), ao avaliarem duas variedades de jabuticabeira, encontraram valores
médios menores para acidez, 0,99% de acido citrico para a variedade Paulista e
de 0,97% de &cido citrico para a variedade Sabara, ambas cultivadas no
municipio de Coqueiral, MG. A acidez constitui uma variavel de grande interesse
para o estado de conservacao de produtos alimenticios. De acordo com Lima et
al. (2002), pode-se considerar que 0s gendtipos com AT acima de 1,00% em
acido citrico sdo de interesse para 0 processamento dos seus frutos, tendo em
vista ndo haver necessidade da adicdo de acido citrico para a conservacao da
polpa, que € um artificio utilizado para dificultar o desenvolvimento de
microrganismos. Além de que, Kluge et al. (1997), afirmaram que o teor de acidos
presentes no fruto pode ser util como referéncia ao estadio de maturacdo ou ao
sabor do fruto. Sendo assim, esse parametro € bastante importante para avaliar a
gualidade do fruto bem como o consumo in natura e industrial.

A relacao entre sélidos solluveis e acidez (SS/AT) foi dentre os parametros
guimicos avaliados, o que apresentou maior variabilidade com um coeficiente de
variacdo de 51,21%. A amplitude de variacdo foi de 6,71 a 44,47 com uma média
de 18,78. Danner et al. (2011), também encontraram uma grande amplitude de
variacdo de 10,3 a 63,2 em jabuticabas nativas do Sudoeste do Parana. Essa
caracteristica € a mais importante para se determinar a maturacéo e a que melhor
informa sobre a palatabilidade dos frutos (CHITARRA e CHITARRA, 1990).

Os teores de vitamina C apresentaram uma amplitude de variacao de 3,52

a 28,75 mg de acido ascoérbico/100 g de polpa, com média de 9,69 mg de acido
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ascorbico/100 g de polpa. Oliveira et al. (2003) encontraram valores entre 14,86 a
24,67 mg de acido ascorbico por 100 g de polpa, valores estes que podem ser
considerados altos quando comparados ao citado na Tabela Brasileira de
Composicéao de Alimentos (Nepa, 2011), para jabuticabas em geral (12,6 mg de
acido ascorbico/100 g de polpa). Deve-se ressaltar, no entanto, que um alto teor
de vitamina C é uma caracteristica desejavel e de muita importancia do ponto de
vista nutricional (OLIVEIRA et al. 2003)

Para o indice tecnoldgico (IT) ou rendimento industrial, o valor médio
encontrado foi de 9,03, com variagdo entre 6,0 e 13,46, com destaque para o
gendtipo JSF3 que apresentou o maior indice. Na agroinddstria, os frutos que
apresentam os maiores indices de rendimento industrial sdo 0os mais desejaveis,
por representarem maior possibilidade de concentracdo de soélidos solaveis
(PINTO et al., 2003). De acordo com Chitarra e Chitarra (1990) o indice
tecnolégico minimo para a industria € de 4,4 assim, todos 0s genotipos avaliados
estdo acima do padréo de aceitacdo industrial. indices de qualidade relacionando
solidos soluveis e rendimento industrial j& sdo utilizados para o pagamento
diferenciado de frutas citricas e maracuja, sendo essa uma tendéncia que vem
sendo adotada pelas agroindustrias, servindo, portanto, como parametro para
futuros trabalhos de selecdo (SACRAMENTO et al., 2007).

A estimativa da correlacdo reflete o grau de associacdo entre caracteres.
Seu conhecimento € importante porque mostra como a selecdo para um carater
influencia a expressao de outros caracteres (GONCALVES et al., 2005). Permite
avaliar a magnitude e o sentido das relacdes entre caracteres e entender alguns
aspectos da acao génica e avaliar a viabilidade da selecéo indireta nos casos de
baixa herdabilidade ou dificil mensuracdo de um carater de interesse (CRUZ e
REGAZZI, 2001).

Na Tabela 4, sdo apresentados os valores de coeficientes de correlacéo
linear (r) entre todas as caracteristicas fisica, quimica e fisico-quimica avaliadas
nos 35 genotipos de jabuticabeira. Coeficientes de correlagéo lineares positivos e
altamente significativos foram obtidos em algumas associa¢des, destacando-se
aquelas de alta magnitude, acima de 0,95 envolvendo a massa do fruto X
(diametros transversal e longitudinal do fruto e massa da polpa). Também foram
verificadas altas correlacbes entre diametro transversal do fruto x (diametro

longitudinal do fruto, massa da casca e massa da polpa) com r de 0,94; 0,93 e
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0,95, respectivamente. Além da correlacdo entre diametro longitudinal x (massa
da casca e massa da polpa), que apresentaram r de 0,92 e 0,90. As correlacdes
préoximas de zero ou negativas de pequena magnitude demonstram que a sele¢céo
para esses caracteres, pode ser feita de forma independente e que ndo ha
resposta correlacionada (OLIVEIRA et al., 2008), fato este ocorrido na maioria das

correlagbes com jabuticabas.



Tabela 4. Coeficientes de correlacdo linear entre 21 caracteristicas avaliadas

localizados no Recdbncavo da Bahia, BA.
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em 35 gendtipos de jabuticabeira (Plinia sp.)

Varidveis  MF DTF DLF DT/DL EC MC MS DTS DLS DTS/DLS NS MP %MC  %MS  %RP pH SS AT  SS/IAT VITC
DTF 0,99**
DLF 0,95*  0,94**
DT/DL  0,25™ 0,30™ 0,01™
EC 0,59** 0,58** 0,63* 0,12™
MC 0,93** 0,93* 0,92** 0,16™ 0,75*
MS 0,59** 0,57** 0,49 0,26™ 0,21™ 0,50
DTS 0,52** 0,50 0,47* 0,14™ 0,26™ 0,43* 0,83*
DLS 0,59* 0,60 0,60 0,18™ 0,13™ 0,49** 0,72* 0,70*
DTS/DLS -0,30™ -0,33™ -0,41™ 0,04™ -0,05™ -0,25™ 0,00® 0,12™ -0,44*
NS 0,56** 0,58 0,65* -0,01™ 0,30™ 0,52 0,12™ 0,17 0,52* -0,76**
MP 0,96** 0,95 0,90 0,20™ 0,41* 0,84* 054* 047* 057 -0,31™  0,54*
%MC  -0,11™ -0,11™ -0,02™ -0,03™ 0,60~ 0,15™ -0,28™ -020™ -0,34* 012" -0,03™ -0,31*
%MS  -0,62** -0,63* -0,63* -0,10™ -0,49** -0,61* 0,18™ 0,17™ 0,02™  048* -0,60* -0,62* -0,09
%RP 0,29™ 0,30™ 0,21™ 008™ -041* 0,04™ 0,23™ 0,18™ 035 -027" 020™ 048 -095* -0,19™
pH 0,31™ 0,28™ 014™ 0,32™ -010™ 0,28"™ 0,37* 027" 0,32™ 006™ 016™ 035 -051* -0,01™ 0,50**
Ss 042* 041* 035 026" 029™ 030™ 032" 0,53* 0,34 0,05™ 0,24™ 041* -0,06™ -0,10™ 0,14™ 0,44*
AT -0,28™ -0,28™ -0,08™ -0,49* 0,05 -0,13™ -0,25™ -0,23™ -0,16™ -0,20™ -0,04™ -0,33™ 0,41* 0,04™ -045** -0,85** -0,66**
SSIAT 0,35* 0,35+ 0,18™ 044* 006™ 021™ 0734* 039* 024™ 020 008™ 0,38 -0,34* -0,04™ 0,38 0,79* 0,81** -0,96*
VITC -0,49** -0,46** -0,55** 0,22™ -0,39* -0,46** 0,09™ -003™ 0,06™ 022 -030™ -0,50* -0,03"™ 0,68* -0,16™ 020™ -020™ -0,06™ -0,01"
IT 0,52** 0,51** 0,43* 025" 0,24™ 0,37 0,38 050 0,38™ -003™ 029™ 055+ -0,23™ -019™ 0,34™ 0,49™ 0,90 -068™ 0,79™ -0,21™
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Ao avaliar a diversidade genética entre os genétipos de jabuticabeira, com
base nas caracteristicas fisicas, quimicas e fisico-quimicas foi possivel obter um
dendrograma, cujo coeficiente de correlagdo cofenético entre as matrizes de
distancias genéticas e as matrizes de agrupamentos foi positivo e significativo,
com valor de 0,80 para a populagdo em geral. Segundo Bussab et al.(1990), esse
valor é considerado aceitavel para as andlises de agrupamento, permitindo assim
fazer inferéncias sobre o dendrograma.

O método de agrupamento possibilitou a divisdo dos 35 gendtipos
avaliados em 5 grupos de diversidade genética, subdivididos em outros
subgrupos (Figura 2).

O grupo 1, apresentou apenas um genétipo (JSP1), oriundo de Sapeacu,
indicando a alta divergéncia genética que este possui em relacdo aos demais por
permanecer em grupo isolado, apresentando o menor valor para vitamina C (3,52
mg de acido ascorbico/100 g de polpa). O mesmo aconteceu com o grupo 2, que
foi composto por apenas um genotipo, o JCA5 proveniente de Cruz das Almas
porém, com maior valor para vitamina C (28,75 mg de acido ascorbico/100 g de
polpa).

Observa-se que o grupo 3 foi composto pelos gendtipos JAC2, oriundo de
Cruz das Almas e JCP3 e JCP2, ambos de Cabaceiras do Paraguacu. Estes
genotipos apresentaram médias bastante semelhantes para os parametros fisicos
e fisico-quimicos (diametros transversal e longitudinal do fruto e da semente e as
relacbes entre esses diametros; massa da semente; potencial hidrogeniénico e
indice tecnoldgico). O grupo 4, representado pelos genétipos JMG1 e JGM1
provenientes de Maragogipe e Governador Mangabeira, respectivamente,
apresentaram medias bastantes proximas para: massa do fruto; diametros
transversal e longitudinal do fruto e da semente e as relacbes entre esses
diametros; massa da polpa e potencial hidrogeniénico.

O grupo 5 reuniu a maior quantidade de genotipos: JSF7, JSF3, JSF1,
JSF2, JSF9, JSF8, JCAl, JSFP4, JMG3, JMG2, JSAl, JGM5, JMG6, JMG7,
JMG4, JCA7, JCA6, JSFP5, JSFP2, JMT2, JSF6, JSF5, JCA4, JCA3, JSFP3,
JSFP1, JMT1 e JCP1, oriundos de localidades diferentes. Esse grupo apresentou
varios outros subgrupos, reunindo o0s gendétipos que apresentaram as

caracteristicas mais semelhantes entre si.
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E possivel observar que alguns agrupamentos entre 0s genotipos
indicaram pouca relagdo com o local de ocorréncia. Para Siqueira et al. (1993) a
baixa diversidade entre popula¢gbes de locais distintos pode ser devida a sua
origem a partir de uma populacdo ancestral comum, ou ainda que essas
populacdes tenham sofrido agdo antrépica, dispersdo de frutos via animais e

polinizag&o cruzada.
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Figura 2. Dendrograma de dissimilaridade entre 35 gendtipos de jabuticabeira (Plinia sp.)
localizados no Recbncavo da Bahia, para as caracteristicas fisicas, quimicas e fisico-

guimicas dos frutos. CCC = 0,80.

De acordo com os valores da matriz de distancia genética (Anexo |) para os
gendtipos avaliados, pode-se observar que a menor distancia genética foi de 0,20
entre o genodtipo JIMG4 e JMG7 ambos provenientes de Maragogipe, indicando
gue estes possuem caracteristicas agronémicas muito proximas, conforme visto

nas Tabelas 2 e 3. Devido a proximidade em que esses genoétipos estao
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localizados, é possivel que haja um alto grau de parentesco entre eles,
principalmente quando se considera a existéncia da poliembrionia nas
jabuticabeiras. A maior distancia observada foi de 2,71 entre os gendtipos JCA2 e
JCA5 provenientes de Cruz das Almas, que mesmo oriundos da mesma
localidade apresentam caracteristicas diferentes.

Ribeiro et al. (2012), afirmaram que cruzamentos entre 0s genotipos mais
divergentes podem proporcionar aumento na variabilidade e, possivelmente, a
obtencdo de individuos superiores. Tomando-se como base a estatistica
multivariada, espera-se encontrar alto grau de similaridade entre os gendtipos
pertencentes a um mesmo grupo (CRUZ e REGAZZI, 2001), dessa forma deve-se
evitar cruzamentos de individuos dentro de um mesmo grupo.

Dentre as variaveis analisadas as que mais contribuiram para a
dissimilaridade genética e consequente formacdo dos grupos, foram a relacéo
entre solidos soluveis e acidez titulavel (46,48%), seguida pela vitamina C
(10,53%) e rendimento de polpa (9,38%). Por outro lado, as que menos
contribuiram para a divergéncia genética entre os genétipos foram a massa da
semente e a relacédo entre os diametros transversal e longitudinal do fruto e com
0,00% e 0,01% de contribuicdo, respectivamente (Tabela 6). Danner et al. (2011)
ao avaliarem jabuticabeiras nativas do Sudoeste do Parana verificaram que o
rendimento de polpa também foi a caracteristica que respondeu pela diversidade
genética entre 0s genotipos, além da percentagem de casca. Guedes (2009)
discriminou a relacéo entre o diametro transversal e longitudinal do fruto, relacéo
entre solidos sollveis e acidez titulavel da polpa e da casca como os descritores
responsaveis pela divergéncia genética de jabuticabeira sabara proveniente de
Diamantina, MG.

No presente estudo, a relacdo entre solidos sollUveis e acidez titulavel e o
rendimento de polpa foram as variaveis mais eficientes para explicar a dissi-
milaridade entre os gendtipos, devendo ser priorizada ha escolha de genitores em
futuros estudos com a espécie. Porém, Santos et al. (2008) ressaltaram a
importancia de se avaliar outros caracteres agronémicos, especialmente quando
se pensa no melhoramento genético e na formacao de bancos de germoplasma,

devendo-se levar em consideracao o objetivo do melhorista.
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Tabela 6. Contribuic&o relativa dos caracteres para divergéncia genética entre 0s

35 genotipos de jabuticabeira (Plinia sp.) localizados no Recdncavo da Bahia, BA.

Caracteres Valor (%)
Massa do fruto (g) 4,08
Diametro transversal do fruto (mm) 5,03
Diametro longitudinal do fruto (mm) 4,75
Espessura da casca (mm) 0,04
Massa da casca (g) 0,39
Massa da semente (Q) 0,00
Massa da polpa (g) 2,04
Diametro transversal da semente (mm) 0,49
Diametro longitudinal da semente (mm) 0,66
Relacéo entre DTs e DLs 0,01
Numero de sementes 0,22
Percentagem da massa da casca (%) 8,97
Percentagem da massa da semente (%) 0,87
Rendimento de polpa (%) 9,38
Solidos solaveis (°Brix) 3,86
Acidez titulavel (g/100 g de acido citrico) 0,05
Relacéo entre solidos soluveis e acidez titulavel 46,48
Vitamina C (mg de acido ascorbico/100 g de polpa) 10,53
indice Tecnoldgico 2,15

O indice de Mulamba e Mock (1978) baseia-se em ordenar os gendtipos a
partir da média de cada caréater, e em seguida, se obtém para cada genétipo, a
soma dos numeros relativos a sua classificacdo. Em resumo, esse namero redne
informacdes dos varios caracteres, de forma que os menores valores do indice

discriminam os melhores gendtipos (LESSA et al., 2010).
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Por se tratar de um indice de selecdo ndo-paramétrica, que nado requer
estimativas de parametros, como por exemplo o estabelecimento de pesos
econdmicos (BARBOSA e PINTO 1998), essa técnica pode ser aplicada tanto em
amostras aleatorias, quanto a genétipos selecionados (amostra fixa) (LESSA et
al., 2010). Sendo assim, a técnica destaca-se pela sua facil aplicacao verificando-
se a sua utilizacao por diversos autores a exemplo de Farias Neto et al. (2011), ao
selecionarem progénies de acaizeiro, Oliveira Junior et al. (2013), ao
selecionarem variedades de laranja e Lessa et al. (2010) avaliando bananeiras,
obtiveram resultados positivos para a selecéo de individuos superiores a partir do
uso dessa técnica.

Assim, a partir da utilizacdo de caracteristicas fisicas, quimicas e fisico-
guimicas de jabuticabas, foi possivel classificar os genoétipos avaliados em ordem
de interesse. Para o consumo in natura, baseando-se nos menores valores de
acidez e maiores valores para massa do fruto, massa da polpa, rendimento de
polpa, solidos soluveis e relacdo entre solidos solluveis e acidez, os genotipos
mais indicados foram: JSF7, JSF3, JSF1, JSF8, JSF9, JSAL, JSF2, JCP3, JSF5.

CONCLUSOES

Existe variabilidade genética para caracteristicas de frutos nas
jabuticabeiras avaliadas, identificando-se gendtipos de interesse para o consumo
in natura: JSF7, JSF3, JSF1, JSF8, JSF9, JSA1, JSF2, JCP3, JSF5.

A analise multivariada foi eficiente em discriminar o genétipo JSP1 e JCA5S

como 0s mais divergentes.

Os caracteres relacdo entre solidos sollveis e acidez, vitamina C e
rendimento de polpa foram os que mais contribuiram para a divergéncia genética

entre 0s genotipos avaliados.
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CARACTERES MORFOAGRONOMICOS E MOLECULARES EM GENOTIPOS
DE JABUTICABEIRA

Autora: Elaine Silva da Cruz

Orientadora: Ana Cristina Vello Loyola Dantas

RESUMO: A caracterizagdo de genétipos a partir de marcadores
morfoagronémicos aliada a molecular geram informacdes mais completas a
respeito da variabilidade genética existente na espécie alvo. O objetivo deste
estudo foi caracterizar genoétipos de jabuticabeira utilizando marcadores ISSR
(Inter Simple Sequence Repeats - Sequéncias Simples Repetitivas Internas) e
analisar simultaneamente dados morfoagrondbmicos e moleculares. Foram
caracterizados 35 genétipos com base em iniciadores ISSR. Para analise
conjunta, utilizaram-se as caracteristicas fisicas, quimicas e fisico-quimicas dos
frutos, simultaneamente as moleculares. Os 18 iniciadores selecionados, geraram
um total de 463 fragmentos de amplificacdo, onde o numero de fragmentos por
iniciador variou de 14 a 36, com uma media de 25,72 e 99,65% de polimorfismo.
O conteudo de informacéo polimorfica variou de 0,13 a 0,33 com média de 0,22 e
0 poder do marcador de 4,34 a 15,77, com uma meédia de 8,67. A andlise
multivariada possibilitou a formacdo de cinco grupos de divergéncia genética,
onde a maior distancia genética foi de 0,97 entre os gendtipos JCA6 e JSF8 e a
menor foi de 0,11 entre o IMT2 e JCAL. O algoritmo de Gower foi utilizado para a
analise simultanea dos dados morfoagronémicos e moleculares possibilitando a
formacédo de cinco grupos de diversidade genética. Os gendtipos JCAL e JMT2
foram os mais similares com magnitude 0,04 de distancia genética, enquanto
JMG1 e JCP2 foram os mais divergentes, com valor de 0,35. O marcador ISSR foi
eficiente em detectar polimorfismo entre os gendtipos de jabuticabeira, podendo
ser utilizado na caracterizacdo molecular de germoplasma e em futuros trabalhos
de melhoramento genético dessa espécie. A utilizacdo do algoritmo de Gower foi
eficiente em expressar diferencas entre os genétipos avaliados na analise

conjunta dos dados.

Palavras chave: Plinia sp., ISSR, variabilidade genética, algoritmo de Gower.
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MOLECULAR CHARACTERIZATION AND SIMULTANEOUS ANALYSIS OF
THE CHARACTERS AND MOLECULAR MORPHOAGRONOMIC IN
GENOTYPES OF JABUTICABA TREE

Author: Elaine Silva da Cruz

Adivisor: Ana Cristina Vello Loyola Dantas

ABSTRACT: Characterization of genotypes from morphoagronomic markers
combined with molecular generate more complete information about the genetic
variability of the target species. The objective of this study was to characterize
genotypes jabuticaba tree using markers ISSR (Inter Simple Sequence Repeats)
and analyze simultaneously morphoagronomic and molecular data. 35 genotypes
were characterized based on ISSR primers. For joint analysis, we used the
physical, chemical and physico-chemical characteristics of the fruit, simultaneously
the molecular. The 18 selected primers generated a total of 463 fragments
amplification, where the number of initiator fragments ranged from 14 to 36, with
an average of 25.72 and 99.65% of polymorphism. The Polymorphic Information
Content ranged from 0.13 to 0.3 with average of the 0.22 and the Resolving Power
from 4.34 to 15.77, with an average of 8.67. Multivariate analysis enabled the
formation of five groups of genetic divergence, where the greatest genetic distance
was 0.97 between genotypes JCA6 and JSF8 and the lowest was 0.11 between
JMT2 JCA1. The Gower’s algorithm was used for the simultaneous analysis of
molecular and morphoagronomic data enabling the formation of five sets of
genetic diversity. The JCA1 and JMT2 genotypes were the most similar in
magnitude genetic distance of 0.04, while IMG1 and JCP2 are the most divergent,
with a value of 0.35. The ISSR marker was efficient in detecting polymorphism
between genotypes jabuticaba tree and it can be used in the molecular
characterization of germplasm in future breeding programs genetic improvements
this species. The use of the Gower’s algorithm was effective in expressing

differences among genotypes on the analysis of data.

Keywords: Plinia sp., ISSR, genetic variability, Gower’s algorithm.
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INTRODUCAO

A jabuticabeira (Plinia sp.) € uma frutifera nativa pertencente a familia
Myrtaceae, de ocorréncia espontanea em grande parte do Brasil (LIMA et al.,
2008). De expressivo potencial econdémico, seus frutos sdao muito apreciados
devido principalmente as suas qualidades organolépticas, aproveitamento pela
industria farmacéutica e alimenticia (DANNER et al., 2008), além de possuir alto
valor paisagistico e qualidade na utilizacdo da sua madeira (LORENZI, 1992),
porém sua exploracao ainda ocorre de forma extrativista.

Os poucos estudos que envolvem caracterizacdo de jabuticabeiras sao
baseados em avaliacdes morfologicas das plantas, dos frutos e das sementes,
envolvendo basicamente caracteres fisicos, quimicos, fisico-quimicos e
germinativos, que tém demonstrado a existéncia de variabilidade na espécie
(CITADIN et al., 2005; DANNER et al., 2008; LIMA et al., 2008). No entanto,
estudos de diversidade genética em jabuticabeiras a partir da utilizacdo de
marcadores moleculares séo incipientes.

Caracterizacdo de genotipos a partir de marcadores morfoagronémicos
podem apresentar resultados subjetivos uma vez que estes sofrem influéncias de
fatores ambientais (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998). Assim, os marcadores
moleculares permitem acessar a variabilidade genética em nivel de DNA, sem 0s
inconvenientes de influéncias do meio ambiente, contribuindo no processo de
caracterizacao e selecéao de gendtipos superiores (MILLACH, 1999).

Um marcador que apresenta grande potencial para aplicacdo em programa
de melhoramento genético € o ISSR (Inter Simple Sequence Repeats -
Sequéncias Simples Repetitivas Internas). Desenvolvido por Zietkiewicz et al.
(1994) é um marcador baseado em informacdes de microssatélites, porém nao
necessitam de informacdes prévias de sequéncias de DNA da espécie-alvo. E
amplificado via PCR (Polymerase Chain Reaction) em presenca de
oligonucleotideos complementares para motivos de microssatélites, podendo ser
ancorado na extremidade 3’ ou 5 com 1 a 4 bases de purina ou pirimidina (LIU e
WENDEL, 2001; GOULAO e OLIVEIRA, 2001).

Por ser um marcador dominante, o ISSR néo diferencia os individuos
heterozigotos dos homozigotos, no entanto, tem a vantagem de analisar loci
multiplos em uma Gnica reacdo (GOULAO e OLIVEIRA, 2001).



44

Em comparagdo com outros marcadores baseados em PCR néo
especificos, como RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), ISSR produzem
fragmentos com grande reprodutibilidade (BRANDAO et al., 2011), pois sdo mais
robustos, ja que apresentam maior superficie de ancoragem e possuem maiores
temperaturas de anelamento, aumentando a reprodutibilidade dos seus produtos
(TSUMURA et al., 1996).

Esse marcador tem sido amplamente utilizado em diversas espécies como
ferramenta auxiliar em programas de melhoramento genético para caracterizar e
acessar a variabilidade genética entre genotipos (BRANDAO, 2008; COSTA et al.,
2011; SANTOS et al., 2011; MORAES FILHO et al., 2011).

A caracterizacdo molecular é, portanto, de grande importancia para a
conservacao in situ e ex situ e para os programas de melhoramento genético, pois
permite a geracdo de uma série de informacfes a respeito das caracteristicas
intrinsecas das espécies e da sua dinamica populacional (AZEVEDO, 2010).
Porém, a caracterizacdo morfoagrondmica aliada a molecular geram informacdes
mais completas a respeito da variabilidade genética existente na espécie alvo.

A estimativa da divergéncia genética entre genotipos de populacoes
nativas pode ser util para a conservacao e conhecimento dos recursos genéticos
disponiveis, visando a formacédo de bancos de germoplasma e desenvolvimento
do melhoramento genético da espécie. A utilizacdo de caracteres de interesse
agronémico em associacdo com técnicas de estatistica multivariada permitem a
selecdo dos melhores gendtipos para uso em sistema de producdo e em
trabalhos de melhoramento genético (CRUZ e CARNEIRO, 2003). A andlise
multivariada vem sendo bastante empregada na quantificacdo da divergéncia
genética de varias culturas (DANNER, 2009).

Assim, diante do exposto, o objetivo deste estudo foi caracterizar genétipos
de jabuticabeira utilizando marcadores ISSR e analisar simultaneamente dados

morfoagronémicos e moleculares.

MATERIAL E METODOS

Gendtipos de jabuticabeira foram localizados e georreferenciados em nove

municipios do Recdncavo da Bahia: Cabeceiras do Paraguacu, Cruz das Almas,
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Governador Mangabeira, Maragogipe, Muritiba, Santo Anténio de Jesus,
Sapeacu, Sdo Felipe e Sdo Félix, com posi¢des geogréficas entre S 12°08'19” a S
12°57°77” e W 039°02°'30” a W 039°15'45”.

Os 35 gendtipos foram caracterizados com base em marcadores
moleculares e para a andlise conjunta foram avaliados quanto aos dados

morfoagrondmicos e moleculares.

Caracterizagao molecular

O trabalho foi conduzido no Laboratorio de Biologia Molecular da Embrapa
Mandioca e Fruticultura. Para a realizagdo da caracterizacdo molecular,
inicialmente foram coletadas folhas jovens e ausentes de sintomas de pragas e
doencas, as quais foram embaladas em papel aluminio, identificadas e
acondicionadas em caixas térmicas contendo gelo, até chegar ao destino final,
onde foram armazenadas em ultra freezer a -80 °C, até o0 momento da extracao
de DNA.

Para a extracdo do DNA gendmico da jabuticabeira foi utlizada a
metodologia descrita em Lodhi (1994), modificado por Pereira (2005) de acordo
com o seguinte procedimento:

Aproximadamente 0,1 g de folhas jovens (ndo totalmente expandidas) foram
maceradas com o auxilio de um cadinho e pistilo em presenca de nitrogénio
liquido. Em seguida o material foi transferido para microtubos de 2,0 ml, onde foi
adicionado o tampéo de extracdo (1,4 M NaCl; 100 Mm Tris-HCI ph 8,0; 20Mm
EDTA pH 8,0; 1% polivinilpirrolindona MVV 10.000, 2% CTAB e 0,4% B-
mercaptoetanol), invertendo-se o0s tubos ocasionalmente, para melhor
homogeneizacdo. ApoOs incubacdo a 60 °C por 25 minutos e esfriamento até
atingir a temperatura ambiente, adicionou-se 1ml de cloroférmio/alcool isoamilico
(24:1), agitando-se levemente os tubos. O processo de centrifugacao foi realizado
a temperatura ambiente com velocidade de 10621 xg por 15 minutos. O
sobrenadante foi transferido para novos tubos de 2,0 ml. Na sequéncia,
adicionou-se 0,5 volume de NaCl 5M e 2 volumes de etanol gelado. A solucéo foi
armazenada a —80° C por 20 minutos, para total precipitacdo do DNA e depois

centrifugada a 4,460 xg por 5 minutos e em seguida centrifugado a 10,621 xg por
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mais 5 minutos a 4° C para formagéao do “pellet” (precipitado). O sobrenadante foi
descartado e o precipitado, lavado com etanol 70% (quantidade suficiente para
cobrir o “pellet”), centrifugando a 10,621 xg por 5 minutos a 4° C. O etanol foi
removido e deixou o “pellet” de DNA secar, deixando os tubos invertidos por 20
minutos. Em seguida, o precipitado foi dissolvido em 100 uL de solucdo de TE
(Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0), colocando-se 10 uL de RNAse a concentracdo
de 10 mg/mi™* e incubado a 37° C por 30 minutos. Por fim, o DNA extraido foi
armazenado em freezer a temperatura de -20 °C.

A qualidade e quantidade de DNA foi avaliada por meio de analise visual
comparativa das amostras com o DNA lambida em gel de agarose 1,0%, corados
com brometo de etidio, que foram diluidas em TE (10 mM Tris-HCL e 1 mM
EDTA, pH 8) e padronizadas em 5 ng uL™.

Uma pré-selecdo com 100 iniciadores foi realizada para a deteccdo de
polimorfismo, evitando assim o desperdicio de tempo, de reacdo e de DNA. Para
essa verificacdo foram selecionados aleatoriamente, trés genotipos dos 35 em
estudo.

Apobs essa triagem, os 18 iniciadores mais polimorficos foram aplicados na
populacdo. As amplificacbes foram realizadas de acordo com o seguinte
programa: 94 °C por 3 minutos, 39 ciclos a 94 °C por 45 segundos, 48 °C a 45
segundos, 72 °C a 1 minuto e extensao final a 72 °C por 7 minutos, em
termociclador Applied Biosystems, modelo Veriti® 96-well.

As reacbes de amplificacdo foram realizadas em volume final de 15 L,
contendo: 20 ng de DNA, 10 mM de Tris-HCI (pH 8,3), 50 mM de KClI, 0,25 mM de
cada um dNTP, 1,5 mM MgCl,, 0,3 mM de primer, 1,0 U Tag DNA polimerase
(Ludwig Biotec).

Os produtos da amplificacdo foram separados por eletroforese horizontal a
120 V, por 4 horas, com gel de agarose a 2,0%, e corados com brometo de etidio,
em tampéao TBE 0,5x (TBE 0,5x (45 mM Tris-borate, 1 mM EDTA e qg.s.p de agua
destilada). Como padrdo de tamanho molecular, foi utilizado o marcador 100pb
DNA Ladder (Ludwig Biotec). A visualizacdo dos resultados foi realizada com a
exposicdo do gel a luz ultra violeta e fotografado em equipamento de
fotodocumentacao Vilber Lourmat. Os fragmentos amplificados foram avaliados

como auséncia (0) e presenca (1).
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A partir desses dados, a dissimilaridade genética entre os 35 genotipos foi
calculada utilizando-se o coeficiente de Jaccard (1908) e para a formacéo dos
agrupamentos, utilizou-se o método UPGMA - Unweighted Pair Group Method
with Arithmetic Mean (SNEATH e SOKAL, 1973), através do programa Genes 7.0
(CRUZ, 2008). Com base na matriz de distancias gerada, foi obtido o
dendrograma pelo programa STATISTICA 7.1 (STATSOFT, 2005). A validagao
dos agrupamentos foi determinada por meio do calculo do coeficiente de
correlacdo cofenético (CCC) de acordo com Sokal e Rohlf (1962).

Para a definicdo do namero de grupos, utilizou-se o pacote “NbClust”
pertencente ao programa computacional R (CHARRAD et al., 2011), utilizando o
indice do Pseudot2 (DUDA e HART,1973) como critério para formacédo dos
grupos e determinacéo do ponto de corte.

Para avaliar o poder de discriminagao dos iniciadores ISSR foram utilizados
dois parametros: contetudo de informacéo polimorfica (PIC) e poder de resolugéo
(RP).

Os valores de PIC para cada loco polimorfico foram calculados por:

PICi=1-%f?%
onde PIC; é o conteudo de informagao polimorfica do iniciador i, fj € a frequéncia

do alelo i na populacdo (POWELL et al., 1996).

O RP foi calculado de acordo com Prevost e Wilkinson (1999):
RP = Y 1b;
onde Ib representa os locos polimérficos. O Ib pode ser transformado em uma
escala de 0-1 usando a férmula:
Ib=1-(2x|0,5-p )

onde, p é a proporcao dos genoétipos que contém o loco.

Caracterizacao dos frutos

Os frutos foram caracterizados quanto aos parametros fisicos, quimicos e

fisico-quimicos que compreenderam:
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a) Fisicos: diametro longitudinal (comprimento) e didmetro transversal
(largura) do fruto e da semente, massa total do fruto, da semente, da casca e da
polpa, e espessura da casca. As massas do fruto, casca e da semente, obtidas
em balanca analitica. A massa da polpa foi calculada por diferenca (massa da
polpa = massa do fruto — massa da casca — massa da semente). Os didmetros do
fruto e a espessura da casca foram obtidos com o uso de paquimetro digital.
Foram calculadas a relacdo diametro transversal / diametro longitudinal do fruto,
as percentagens de polpa (rendimento de polpa), semente e casca do fruto.

b) Quimicos e fisico-quimicos: pH, quantificado com o uso de peagametro;
teor de sdlidos soluveis (SS), determinado por leitura em refratbmetro, obtendo-se
o valor em ©°Brix a 25°C; acidez titulavel (AT) realizada de acordo as
recomendacdes da Association of Official Analytical Chemical (1995), sendo os
resultados expressos em % de acido citrico; relacdo SS/AT (ratio), determinada
matematicamente mediante a divisdo entre essas duas determinacdes; teor de
vitamina C (acido ascorbico) pelo método do iodato de potassio, de acordo com
normas do Instituto Adolfo Lutz (1985), expresso em mg de acido ascoérbico/100 g
de polpa e indice tecnoldgico (IT) obtido pela equacgéo: IT = (sélidos soluveis x

rendimento de polpa)/100.

Analise estatistica dos dados simultaneos

Os dados foram submetidos a analise multivariada. Para a obtencdo da
matriz de distancia genética foi utilizado o algoritmo de Gower (1971), através do
programa computacional R (CHARRAD et al., 2011). A partir dessa matriz e do
agrupamento hierarquico obtido pelo método UPGMA - Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Mean (Sneath e Sokal 1973) o dendrograma foi gerado
utilizando-se o programa Statistica 7.1 (STATSOFT, 2005).

A validacdo do agrupamento foi determinada por meio do calculo do
coeficiente cofenético (CCC) de acordo com Sokal e Rohlf (1962) e sua
significancia testada pelo teste t de Student a 5% de probabilidade, utilizando-se o

programa Genes.
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Com base no pacote “NbClust” pertencente ao programa computacional R
(CHARRAD et al., 2011), foi utilizado como critério para formagéo dos grupos e
determinacao do ponto de corte o indice do Pseudot2 (DUDA e HART,1973).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliagdo molecular

Entre os 100 iniciadores testados, 18 mostraram-se adequados, produzindo
fragmentos robustos, de boa intensidade e com bom perfil de amplificacdo. Os 18
iniciadores selecionados, geraram um total de 463 fragmentos de amplificacéo,
onde o numero de fragmentos por iniciador variou de 14 (DIGA3'RC) a 36
(DIGA3'C) (Figura 1) com uma media de 25,72. O numero de locus polimérficos
foi de 462, respondendo por 99,65% de polimorfismo, com uma média de 25,67
fragmentos polimorficos por iniciador. Apenas o iniciador TriGGA 3'RC
apresentou loco monomofico (Tabela 1). Acessando a diversidade de uma
espécie da mesma familia das jabuticabas, Myrcia splendens (SW), Brandao

(2008) também verificou altas taxas de polimorfismo, com uma média de 83,21%.
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Figura 1. Perfil eletroforético obtido pela amplificacdo do DNA em 35 gendtipos de
jabuticabeira utilizando o iniciador DIGA3'C, pela técnica ISSR.
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Ressalta-se que até a presente data nenhum estudo foi gerado a partir do
uso de marcadores ISSR para avaliar a diversidade genética de jabuticabeiras.
Através de pesquisas realizadas com outras espécies nativas e exoéticas, também
foi possivel observar a existéncia de altas taxas de polimorfismo e uma grande
variabilidade em relacédo a quantidade de fragmentos amplificados.

Moraes Filho et al. (2011) ao estimarem a diversidade genética de 20
acessos de citros através da utilizacdo de 15 iniciadores, obtiveram um total de
167 bandas, sendo 97% polimérficas, observando-se uma média de 11,1
fragmentos por iniciador. Costa et al. (2011) avaliando a utlizacdo de 9
marcadores ISSR em maméo observaram que do total de 94 produtos de
amplificacdo gerados, 92,55% foram polimérficos. Em estudo da diversidade
genética de passiflora, Santos et al. (2011) avaliaram 18 iniciadores ISSR que
geraram um total de 227 bandas, com uma meédia 12,61 bandas por primer,
obtendo uma alta porcentagem bandas polimérficas (98%). Acessos de umbu-
cajazeira foram avaliados por Santana et al. (2011) utilizando-se 25 iniciadores
ISSR. Dos 249 fragmentos amplificados 80% foram polimorficos. Silva et al.
(2011) obtiveram 584 fragmentos de amplificacdo ao testar 20 iniciadores ISSR
em mandioca. A variacéo foi de 13 a 48 fragmentos por iniciador, com 99,3% de
polimorfismo. O alto grau de polimorfismo encontrado nestes trabalhos indica a
eficiéncia dessa técnica para avaliar a diferenca existente entre genotipos.

No entanto, ao avaliarem a diversidade genética entre espécies de
jabuticabeiras por meio do uso de marcadores RAPD, Pereira et al. (2005) ao
caracterizarem 31 plantas de Myrciaria spp, utilizando 11 iniciadores obtiveram 45
bandas polimorficas. Vilela at al. (2012) avaliaram 66 individuos de 4 espécies
diferentes através de 8 iniciadores e obtiveram apenas 37 bandas polimérficas.
Os autores observaram que essa técnica mostrou pouca diferenciacdo entre as
espécies, uma vez que nao foi possivel o agrupamento das plantas a nivel
interespecifico, além da geracédo de poucas bandas polimérficas. Provavelmente
este fato pode estar aliado a baixa especificidade do iniciador que gera uma
menor quantidade de bandas quando comparados ao ISSR (BRANDAO, 2008).

Assim, o elevado polimorfismo detectado com a utilizacdo de ISSR,
demostrou o alto potencial do uso desse tipo de marcador na deteccdo de

diferencas genéticas entre 0s genotipos de jabuticabeira.
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Tabela 1. Sequéncia, produtos de amplificagdo, percentual de polimorfismo,
conteudo de informacéo polimorfica e poder do iniciador de 18 ISSR utilizados em
35 genotipos de jabuticabeira (Plinia sp.) coletados no Recéncavo da Bahia, BA.

Iniciadores Sequéncia (5’ — 3’) TFA NFP  Polim (%) PIC RP
DICA5'G GCACACACACACACACA 30 30 100 0,23 12,51
DIGA3'C GAGAGAGAGAGAGAGAC 36 36 100 0,25 15,77

DIGA3'RC GAGAGAGAGAGAGAGARC 14 14 100 0,26 5,60
DIGA3'YC GAGAGAGAGAGAGAGAYC 26 26 100 0,29 8,85

TriCAC5'CY CYCACCACCACCACCAC 24 24 100 0,21 8,34
TriCAG CAGCAGCAGCAGCAG 28 28 100 0,22 10,20

TriCAG5'CR CRCAGCAGCAGCAGCAG 21 21 100 0,28 9,35

TriTGA 3'RC TGATGATGATGATGARC 25 25 100 0,16 6,74

TrTGG 3'RC  TGGTGGTGGTGGTGGRC 28 28 100 0,24 10,36

TriCCT 3'RC  CCTCCTCCTCCTCCTRC 19 19 100 0,21 5,35

TriCGA 3'RC  CGACGACGACGACGARC 24 24 100 0,13 4,34
TriCGC 3'RC  CGCCGCCGCCGCCGCRC 29 29 100 0,14 5,43
TriCGG 3'RC CGGCGGCGGCGGCGGRC 30 30 100 0,19 8,86
TriGAG 3'RC  GAGGAGGAGGAGGAGRC 25 25 100 0,33 8,98
TriGTA 3'RC GTAGTAGTAGTAGTARC 22 22 100 0,20 6,38
TriGTC 3'RC  GTCGTCGTCGTCGTCRC 33 33 100 0,23 12,86
TriGCC 3'RC  GCCGCCGCCGCCGCCRC 33 33 100 0,22 10,69
TriGGA 3'RC GGAGGAGGAGGAGGARC 16 15 93,75 0,21 5,37
Total 463 462 - - -
Média 25,72 25,67 99,65 0,22 8,67

*TFA: total de fragmentos amplificados; NFP: nimero de fragmentos polimoérficos; Polim(%): percentual de
polimorfismo; PIC: contetido de informagéo polimérfica; RP: poder do marcador.

O conteudo de informacao polimorfica (PIC) e poder de resolucéo (RP) sdo
parametros eficientes na discriminacdo dos iniciadores mais informativos. S&o
muito utilizados em diversos estudos para acessar a informacéo e discriminagcao
de combinacdes de iniciadores em estudos de diversidade genética (TATIKONDA
et al., 2009).

O PIC leva em consideracdo o numero total de fragmentos detectados para
cada loco para um dado iniciador e a frequéncia destes alelos no conjunto de
gendtipos investigados (VARSHNEY et al., 2007). O PIC representa a existéncia
de variabilidade, em que esta € maior com 0s maiores valores de PIC (BOTSTEIN
et al., 1980). O valor maximo de PIC esperado para iniciadores bialélicos é de 0,5,
sendo considerados os mais informativos aqueles que apresentam valores mais

proximos a este (TATIKONDA et al. 2009). Iniciadores ISSR que apresentam
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valores de PIC dentro do intervalo citado sdo os mais indicados para estudos de
variabilidade (RIBEIRO, 2011).

No presente estudo, o PIC variou de 0,13 para o iniciador TriCGA 3'RC a
0,33 para o iniciador TriGAG 3'RC com média de 0,22 (Tabela 1). Os iniciadores
TriGAG 3'RC, DIGA3'YC, e TriCAG5'CR foram os mais recomendados para
analises de em jabuticabeira, pois apresentaram os maiores valores de PIC (0,33,
0,29 e 0,28) dentre os iniciadores avaliados.

O poder de resolucdo (RP) €& um parametro que est4d altamente
correlacionado a capacidade de um iniciador ou a combinag&o de iniciadores em
diferenciar gendtipos (PREVOST e WILKINSON, 1999).

No presente estudo os valores de RP variaram de 4,34 no iniciador TriCGA
3'RC a 15,77 para o DIGA3'C, com uma meédia de 8,67 (Tabela 1). Ndo ha um
valor 6timo estabelecido para RP, sendo classificado de acordo com o0s seus
valores mais altos, verificados nos iniciadores DIGA3'C, TriGTC 3'RC e DICA5'G
(15,77, 12,86 e 12,51). Estes foram classificados como os iniciadores com maior
capacidade para discriminacdo de genotipos de jabuticabeira.

Os iniciadores DICA5'G, DIGA3'C, TriCAG5'CR, TriTGG 3'RC e TriGTC
3'RC se destacaram por apresentar as melhores combinacdes de valores para
PIC e RP (Tabela 1), confirmando serem os iniciadores mais informativos.

A analise de diversidade genética permitiu obter um dendrograma cujo
coeficiente de correlacdo cofenético (CCC) entre a matriz de dissimilaridade
genética e a matriz de agrupamento foi positivo e altamente significativo, com
valor de 0,97 para os genotipos em geral. Valores superiores a 0,91 refletem uma
boa concordancia entre as matrizes e, portanto alta confiabilidade nos dados do
dendrograma (ROHLF e FISHER ,1968).

Por meio do dendrograma de diversidade genética dos genétipos de
jabuticabeira, com base em marcadores ISSR, foi possivel observar a formacéo
de cinco grupos de diversidade (Figura 2).

O grupo 1 foi representado por apenas um genaétipo (JSF8), oriundo de Séo
Felipe, indicando a maior divergéncia deste em relacdo aos demais. O grupo 2, foi
composto pelos gendtipos JSAL, JSFP5, JSFP4, JSFP3 E JMG7, provenientes de
trés municipios diferentes: Santo Anténio de Jesus, Sao Felipe e Maragogipe.
Trés gendtipos de Cruz das Almas (JCA4, JCAS5 e JAC3) foram reunidos no grupo
3. O grupo 4, foi formado pelos gendétipos JSFP2, JSF7, JSF6, JIMG3, JMG2,
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JMG1, JSF5, JSF3, JSF1 e JGM1, provenientes S&o Felipe, S&o Félix,
Maragogipe e Governador Mangabeira e o grupo 5: JSFP1, IMG6, JMG5, JMG4,
JSF9, JSF2, JCA7, JCAG6, JCA2, JSP, JMT1, JCP2, JCAL, JMT2, JCP3 e JCP1,
possuindo pelo menos um representante de cada localidade.
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Figura 2. Dendrograma de dissimilaridade entre 35 gendétipos de jabuticabeira (Plinia
sp.) localizados no Recbncavo da Bahia, com base na caracterizacdo molecular. CCC =
0,97.

Através da matriz de distancia genética (Anexo Il) para os genotipos
avaliados pode-se observar que a menor distancia genética foi de 0,11 entre o
genétipo JMT2 (Muritiba) e JCAl (Cruz das Almas), indicando que estes
apresentam caracteristicas genéticas muito préximas. Porém, observa-se que a
distancia geogréafica ndo se correlacionou com a distancia genética entre os
gendtipos, sendo 0s gendtipos mais proximos, provenientes de diferentes

localidades, o que pode ser justificado pela troca e transporte de material
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propagativo entre agricultores. A maior distancia foi de 0,97 entre os genotipos

JCAG6 e JSF8 provenientes de Cruz das Almas e Sao Félix, respectivamente.

Andélise simultanea

Através do dendrograma de dissimilaridade obtido pelo algoritmo de Gower
(1971), para a avaliagdo das caracteristicas morfoagrondmicos e moleculares
(Figura 3) foi possivel observar a separacdo dos 35 gendtipos avaliados em cinco
grupos de diversidade genética. O valor do coeficiente de correlagdo cofenética
de 0,86, positivo e altamente significativo, considerado aceitavel para as analises
de agrupamento, permitindo assim fazer inferéncias sobre o dendrograma
(BUSSAB et al.,1990). Os genadtipos JCAL1 e JMT2 foram os mais similares com
magnitude 0,04, enquanto JMG1 e JCP2 foram os mais distantes, com valor de
0,35 (Anexo IlI).

O grupo 1 foi constituido pelos genotipos JSAL, JSFP5, JSFP4, JSFP3 e
JMG4. O grupo 2 apresentou apenas genotipos provenientes de Cruz das Almas,
JCA4, JCAS5 E JCAS. O grupo 3 permaneceu isolado dos demais com apenas um
genotipo, o JSFP2 oriundo de Sao Felipe. O grupo 4 foi composto pelos gendtipos
JMG3, JIMG2, JMG1, JSF7, JSF6, JSF1, JSF3, JSF5, e JGML1. E por fim o grupo
5 reuniu os genétipos JSFP1, JMG6, JMG5, JMG4, JSF9, JSF8 JSF2, JCA7,
JCA6, JCA2, JSP, JMT1, JCP2, JCAL, JMT2, JCP3 e JCP1.

O agrupamento realizado para analise conjunta de todas as caracteristicas
morfoagronémicas e moleculares, utilizando o algoritmo de Gower, gerou um
dendrograma apresentando uma grande semelhanca com o dendrograma gerado
a partir agrupamento dos dados moleculares. Pdde-se observar que a maioria
dos genotipos avaliados apresentou 0 mesmo agrupamento, exceto o genaotipo
JSF8 que na analise molecular permaneceu isolado e na andlise conjunta foi
agrupado no grupo 5. O gendétipo JSFP2 que no primeiro caso estava no grupo 4,

no segundo, passou a constituir um grupo isolado (Figura 2 e 3).
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Figura 3. Dendrograma de dissimilaridade genética entre 35 gendtipos de jabuticabeira
(Plinia sp.) localizados no Recéncavo da Bahia, com base na na analise simultanea dos

dados morfoagronémicos e moleculares. CCC = 0,86.

Assim, a analise conjunta dos dados, ndo revelou grandes distingdes entre
0S genotipos quando comparado ao dendrograma gerado a partir dos dados
moleculares, gerando inclusive 0 mesmo numero de grupos. Entretanto, ao
comparar com os dados morfoagronémicos, observa-se que apesar de formar a
mesma quantidade de grupos, a analise conjunta foi mais eficiente em agrupar os
gendtipos e em estimar a distancia genética entre os genotipos avaliados. Além
de que foi possivel comprovar os resultados obtidos através da caracterizacao
molecular.

A partir da avaliacdo da correlacdo entre as matrizes de distancia genética,
observa-se que as correlacdes entre a matriz obtida pelo algoritmo de Gower
(conjunta) e a obtida a partir de dados moleculares foi alta (0,86) e significativa a
1 % de probabilidade pelo teste de Mantel (1967). Assim, pode-se inferir que

essas variaveis tiveram maior influéncia no agrupamento formado pela analise
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conjunta do que os dados quantitativos, que apresentou uma correlacao
significativa, porém de baixa magnitude (0,13). (Tabela 2). Deve-se considerar
gue o numero de fragmentos de amplificacdo que se obteve (dados moleculares)
foi bem superior aos dados morfoagrondmicos dos frutos. No entanto, este fato
nao invalida a necessidade de utilizar descritores quantitativos nos estudos de
divergéncia genética, pois estes sdo caracteres de grande relevancia para
programas de melhoramento.

A baixa correlacdo entre as matrizes de distancias para os dados
morfoagrondmicos e moleculares (Tabela 2) pode ser explicada pelo fato de que a
analise molecular fornece uma amostra mais ampla do genoma quando
comparada a andlise morfolégica, sendo que este ndo esta sujeito a selecéo
natural ou artificial (VIEIRA et al., 2007). Ja as caracteristicas fenotipicas sao
altamente influenciadas pelas condicbes ambientais. Além disso, nem sempre
dois fendtipos idénticos sdo determinados pelos mesmos genes, isto €, genes

distintos podem levar a fenétipos semelhantes (MARIC et al., 2004).

Tabela 2. Correlacdo entre matrizes de distancia genética estimada para o0s
dados das caracteristicas morfoagronomicas, moleculares e analise conjunta em

35 gendtipos de jabuticabeira (Plinia sp.).

Matriz de distancia Morfoagronémica Molecular Conjunta
Morfoagronémica 1

Molecular -0,04* 1

Conjunta 0,13* 0,84** 1

** @ * gignificativo a 5% e 1 %, pelo teste de Mantel com 10.000 permuta¢fes

CONCLUSOES

A partir da utilizacdo dos marcadores ISSR foi possivel verificar a

variabilidade existente entre gendtipos de jabuticabeira avaliados.



57

A alta taxa de polimorfismo utilizando ISSR demonstrou a eficiéncia desse
marcador, podendo ser utilizados na caracterizagdo molecular de germoplasma e

em futuros trabalhos de melhoramento genético de jabuticabeiras.

A utilizacdo do algoritmo de Gower foi eficiente em expressar diferengas

entre os gendtipos avaliados na analise conjunta dos dados.
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CONSIDERACOES FINAIS

A variabilidade genética € a base para os programas de melhoramento,
para tanto, a caracterizacdo e estimativa da diversidade entre genétipos sao
ferramentas de grande importancia para alcanca-la. Por meio da caracterizagéo é
possivel conhecer a qualidade e potencialidade de determinado material genético,
permitindo assim a identificacdo de individuos promissores para a inser¢cdo em
programas de melhoramento.

A jabuticabeira € uma frutifera nativa que possui grande potencial para
exploracdo econémica, principalmente pela qualidade organoléptica e utilizacdo
dos seus frutos. Porém, esta ainda ocorre de forma extrativista, caracterizando-se
na sua quase totalidade, pela auséncia de plantios comerciais, que pode ser
justificada, devido principalmente a falta de conhecimento sobre as caracteristicas
inerentes a cultura. A auséncia dessas informacdes leva a necessidade de mais
estudos sobre a caracterizagdo de jabuticabeiras e identificacdo de genotipos
superiores para inser¢cao em programas de melhoramento.

Neste sentido, a realizacdo desse estudo possibilitou detectar a
variabilidade genética existente entre os gendtipos avaliados, tanto em relacdo a
caracterizacdo morfoagronbmica dos frutos, quanto a molecular. Assim, foi
possivel identificar gendtipos com caracteristicas de interesse tanto para o
produtor quanto para melhoristas, tais como: genotipos que apresentam frutos
com maior rendimento de polpa e maior relacdo entre solidos sollveis e acidez,
aliados a genotipos que se diferenciam molecularmente, evitando cruzamentos
entre parentais.

A contribuicdo desse tipo de caracterizacdo é de grande relevancia para o
conhecimento da jabuticabeira. Dessa maneira, no sentido de amplia-lo, sugere-
se a criacdo de lista de descritores morfolégicos, para melhor distinguir os
gendtipos; desenvolvimento de biblioteca de DNA visando a construcdo de
microssatélites (SSR) para investigar as relagcdes parentais e origem genética,
estudos mais acurados envolvendo propagacdo vegetativa para producdo de
mudas com caracteristicas desejaveis, criacdo de bancos de germoplasma para a
conservacao desse recurso genético; além da continuidade de estudos sobre
outros enfoques da cultura, que venham corroborar com o0 conhecimento da

espécie, o qual é ainda incipiente.
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Anexo |. Matriz de dissimilaridade entre 35 gendtipos de jabuticabeira (Plinia sp.) oriundos do Reconcavo da Bahia, com base em caracteristicas
fisicas, quimicas e fisico-quimicas dos frutos.

GENOT JCP1 JCP2 JCP3 JMT1 JMT2 JSP JCA1 JCA2 JCA3 JCA4 JCA5 JCAG JCA7 JGM1 JSF1 JSF2 JSF3 JSF5 JSF6 JSF7 JSF8 JSF9 JMG1 JMG2 JMG3 JMG4 JMG5 JMG6 JMG7 JSFP1 JSFP2 JSFP3 JSFP4 JSFP5

JCP2
JCP3
JMT1
JMT2
JSP1
JCAL
JCA2
JCA3
JCA4
JCAS
JCAG
JCA7
JGM1
JSF1
JSF2
JSF3
JSF5
JSF6
JSF7
JSF8
JSF9
JMG1
JMG2
JMG3
JMG4
JMG5
JMG6
JMG7
JSFP1
JSFP2
JSFP3
JSFP4
JSFP5
JSAL

1,42
1,15
0,56
0,95
1,78
0,87
1,17
1,01
0,80
1,94
1,19
1,03
1,18
1,12
0,86
1,28
0,71
0,84
1,31
1,00
0,93
1,30
1,49
1,50
1,14
1,35
1,04
1,16
0,68
0,77
0,66
1,24
0,98
1,36

0,84
1,23
1,94
2,00
1,82
1,24
1,90
1,79
2,38
2,09
2,04
2,15
1,47
1,74
1,59
1,65
1,93
1,48
1,69
1,76
2,38
2,61
2,51
2,14
2,48
2,03
2,20
1,12
1,73
0,98
2,30
1,99
2,24

0,97
1,50
2,22
1,35
1,53
1,57
1,45
1,97
1,52
1,56
1,88
1,22
1,44
1,31
1,21
1,48
1,16
1,28
1,31
2,10
2,16
2,01
1,62
1,96
1,49
1,67
0,76
1,30
0,83
1,83
1,47
1,71

0,98
1,79
0,93
1,10
0,81
0,64
2,06
1,07
0,96
1,28
1,06
0,90
1,29
0,64
0,87
1,22
1,06
1,04
1,47
1,58
1,47
1,08
1,40
1,00
1,13
0,54
0,74
0,45
1,28
1,07
1,26

2,13
0,94
1,73
1,27
0,99
1,55
0,96
0,73
0,92
1,54
0,87
1,70
0,99
0,94
1,75
1,33
1,14
0,90
1,15
1,33
0,74
0,72
0,70
0,65
1,09
0,79
1,15
1,09
0,69
1,28

2,00
1,65
2,08
1,94
2,70
2,45
2,10
2,07
1,83
1,75
2,08
1,94
1,97
2,06
1,96
1,96
1,94
2,64
2,69
2,18
2,43
2,24
2,28
1,83
2,00
1,73
2,52
2,24
2,38

1,76
1,15
0,98
1,72
1,10
0,78
1,43
0,83
0,50
0,98
0,70
0,60
1,02
0,53
0,40
1,19
1,56
1,52
0,88
1,11
0,89
0,93
0,86
0,79
0,99
1,24
1,00
0,86

1,51
1,39
2,71
1,97
1,86
1,50
1,69
1,64
1,86
1,44
1,60
1,88
1,74
1,74
1,95
2,02
2,03
2,02
2,20
191
2,04
1,22
1,42
1,02
1,85
1,72
2,24

0,34
2,50
0,98
0,99
1,41
1,40
1,24
1,58
0,70
0,81
1,54
1,28
1,27
1,57
1,44
1,21
1,07
1,34
1,04
1,10
1,21
1,05
1,18
1,23
1,26
1,12

2,25
0,82
0,77
1,17
1,34
1,04
1,55
0,60
0,67
1,52
1,20
1,14
1,35
1,25
1,11
0,88
1,13
0,82
0,89
1,01
0,81
0,99
1,07
0,98
1,09

1,97
1,80
2,24
2,06
1,62
2,09
2,13
2,13
2,11
191
1,76
1,81
2,45
2,57
1,71
1,80
1,72
1,72
1,93
2,05
2,01
2,30
1,79
1,97

0,56
1,52
1,68
1,30
1,85
1,05
1,05
1,72
1,47
1,36
1,61
1,18
0,87
0,56
0,83
0,36
0,56
1,24
0,98
1,34
0,89
0,77
0,85

1,35
1,42
0,88
1,64
0,93
0,83
1,55
1,23
1,10
1,23
1,24
1,11
0,28
0,65
0,33
0,37
1,10
0,80
1,19
0,99
0,78
0,69

1,88
1,33
2,03
1,19
1,11
2,17
1,67
1,49
0,98
1,08
1,48
1,43
1,27
1,36
1,32
1,41
1,01
1,41
1,28
1,07
1,90

0,86
0,37
0,96
1,08
0,50
0,47
0,68
1,68
2,22
2,13
1,51
1,85
1,53
1,59
0,95
1,30
0,99
1,89
1,64
1,34

1,06
0,87
0,81
1,16
0,73
0,63
0,95
1,71
1,76
0,97
1,20
1,04
1,02
0,93
0,94
0,95
1,48
1,18
1,09

1,10
1,23
0,56
0,51
0,72
1,81
2,34
2,28
1,70
1,99
1,70
1,76
1,16
1,50
1,22
2,02
1,78
1,50

0,36
1,18
0,77
0,72
1,30
1,40
1,34
1,01
1,23
0,96
1,02
0,80
0,71
0,88
1,17
0,99
1,12

1,34
0,81
0,71
1,12
1,23
1,24
0,93
1,05
0,91
0,91
0,96
0,64
1,06
1,04
0,92
1,06

0,68
0,88
2,01
2,41
2,21
1,62
2,01
1,62
1,73
1,10
1,50
1,16
1,99
1,77
1,32

0,26
1,45
1,93
1,87
1,30
1,56
1,30
1,36
0,95
1,12
1,05
1,61
1,36
1,15

1,25
1,75
1,75
1,16
1,37
1,15
1,20
0,93
1,00
1,05
1,46
1,18
1,11

1,46
1,81
1,22
1,07
1,31
1,16
1,59
1,29
1,61
1,55
1,29
1,63

0,70
1,29
0,97
1,15
1,15
1,70
1,10
1,78
0,65
0,85
1,73

1,19
1,10
1,00
1,12
1,63
1,12
1,72
0,51
0,92
1,45

0,56
0,30
0,20
1,24
0,97
1,34
1,10
0,84
0,70

0,60
0,40
1,53
1,07
1,64
0,96
0,80
1,10

0,31
1,13
0,85
1,24
0,89
0,61
0,80

1,28
0,95
1,38
1,01
0,77
0,82

0,68
0,28
1,37
1,04
1,39

0,81
0,83
0,64
1,26

1,47
1,19 0,65
1,49 137 129
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Anexo Il. Matriz de dissimilaridade entre 35 genotipos de jabuticabeira (Plinia sp.) oriundos do Reconcavo da Bahia, com base em caracteres

moleculares.

GENOT JCP1 JCP2 JCP3 JMT1JMT2

JSP

JCA1 JCA2 JCA3 JCA4 JCAS5 JCA6 JCA7 JGM1 JSF1 JSF2 JSF3 JSFS5 JSF6 JSF7 JSF8 JSF9 JMG1 JMG2 JMG3 JMG4 JMG5 JMG6 JMG7 JSFP1 JSFP2 JSFP3 JSFP4 JSFP5

JCP2
JCP3
JMT1
JMT2
JSP
JCAL
JCA2
JCA3
JCA4
JCAS
JCAG
JCA7
JGM1
JSF1
JSF2
JSF3
JSF5
JSF6
JSF7
JSF8
JSF9
JMG1
JMG2
JMG3
JMG4
JMG5
JMG6
JMG7
JSFP1
JSFP2
JSFP3
JSFP4
JSFP5
JSA1

0.30
0.26
0.41
0.28
0.36
0.32
0.37
0.79
0.83
0.79
0.62
0.58
0.80
0.79
0.70
0.77
0.83
0.83
0.81
0.94
0.73
0.84
0.81
0.86
0.77
0.79
0.79
0.86
0.74
0.85
0.87
0.86
0.90
0.84

0.27
0.30
0.27
0.27
0.33
0.37
0.84
0.84
0.83
0.60
0.62
0.81
0.81
0.68
0.80
0.85
0.84
0.84
0.93
0.79
0.85
0.81
0.90
0.78
0.83
0.81
0.85
0.79
0.86
0.88
0.86
0.88
0.85

0.30
0.22
0.23
0.27
0.30
0.80
0.83
0.80
0.60
0.53
0.78
0.78
0.65
0.77
0.81
0.83
0.83
0.95
0.73
0.84
0.80
0.87
0.74
0.80
0.78
0.86
0.75
0.85
0.88
0.85
0.90
0.86

0.32
0.20
0.38
0.27
0.85
0.83
0.84
0.52
0.62
0.83
0.83
0.63
0.83
0.84
0.85
0.84
0.95
0.78
0.87
0.84
0.91
0.77
0.83
0.86
0.86
0.82
0.89
0.89
0.88
0.88
0.87

0.23
0.11
0.31
0.77
0.80
0.77
0.60
0.56
0.76
0.76
0.67
0.74
0.80
0.82
0.80
0.93
0.73
0.82
0.77
0.85
0.71
0.79
0.79
0.87
0.74
0.83
0.91
0.87
0.89
0.87

0.31
0.24
0.81
0.81
0.82
0.59
0.58
0.78
0.76
0.64
0.78
0.81
0.82
0.82
0.94
0.74
0.83
0.81
0.88
0.74
0.78
0.81
0.86
0.77
0.86
0.88
0.87
0.89
0.87

0.36
0.77
0.83
0.78
0.63
0.56
0.77
0.75
0.71
0.75
0.81
0.84
0.80
0.94
0.74
0.83
0.78
0.85
0.72
0.79
0.80
0.88
0.74
0.83
0.89
0.87
0.90
0.88

0.79
0.80
0.81
0.56
0.57
0.81
0.78
0.63
0.79
0.82
0.82
0.79
0.95
0.74
0.86
0.83
0.89
0.76
0.77
0.82
0.87
0.77
0.87
0.88
0.87
0.88
0.87

0.30
0.21
0.84
0.78
0.81
0.76
0.85
0.84
0.86
0.85
0.86
0.87
0.89
0.87
0.89
0.87
0.89
0.86
0.90
0.83
0.85
0.83
0.85
0.83
0.88
0.88

0.35
0.83
0.81
0.82
0.83
0.84
0.86
0.84
0.87
0.86
0.82
0.90
0.87
0.89
0.89
0.90
0.88
0.92
0.83
0.88
0.87
0.88
0.85
0.87
0.88

0.84
0.81
0.84
0.80
0.86
0.85
0.87
0.87
0.87
0.85
0.90
0.86
0.89
0.88
0.90
0.87
0.90
0.84
0.86
0.84
0.85
0.83
0.86
0.87

0.41
0.78
0.81
0.60
0.80
0.84
0.87
0.80
0.97
0.78
0.86
0.89
0.91
0.78
0.76
0.84
0.91
0.87
0.93
0.90
0.88
0.88
0.89

0.72
0.74
0.62
0.73
0.78
0.80
0.76
0.93
0.75
0.82
0.82
0.85
0.72
0.71
0.77
0.86
0.80
0.86
0.86
0.88
0.89
0.89

0.48
0.79
0.49
0.53
0.71
0.67
0.87
0.81
0.69
0.67
0.69
0.80
0.84
0.84
0.88
0.81
0.74
0.91
0.89
0.91
0.88

0.80
0.50
0.64
0.75
0.72
0.89
0.84
0.70
0.67
0.76
0.88
0.88
0.89
0.90
0.83
0.77
0.90
0.90
0.93
0.90

0.80
0.81
0.84
0.85
0.92
0.75
0.86
0.86
0.89
0.75
0.80
0.81
0.90
0.80
0.88
0.90
0.88
0.89
0.88

0.55
0.70
0.66
0.90
0.82
0.63
0.62
0.68
0.81
0.86
0.81
0.90
0.80
0.77
0.91
0.88
0.93
0.93

0.66
0.65
0.90
0.84
0.70
0.63
0.67
0.83
0.88
0.84
0.92
0.86
0.79
0.94
0.94
0.96
0.90

0.62
0.91
0.84
0.69
0.70
0.71
0.83
0.86
0.85
0.87
0.83
0.77
0.91
0.89
0.91
0.86

0.87
0.75
0.72
0.65
0.67
0.78
0.81
0.83
0.87
0.82
0.78
0.93
0.92
0.88
0.87

0.92
0.88
0.85
0.88
0.86
0.85
0.90
0.85
0.88
0.89
0.94
0.91
0.90
0.89

0.82
0.82
0.81
0.70
0.65
0.68
0.87
0.72
0.89
0.91
0.90
0.94
0.82

0.58
0.63
0.81
0.85
0.86
0.88
0.82
0.79
0.94
0.90
0.93
0.86

0.57
0.78
0.85
0.86
0.86
0.80
0.72
0.94
0.89
0.91
0.87

0.84
0.81
0.81
0.85
0.82
0.76
0.93
0.93
0.93
0.89

0.51
0.50
0.87
0.56
0.81
0.91
0.88
0.90
0.80

0.49
0.80
0.64
0.89
0.90
0.89
0.89
0.75

0.80
0.50
0.86
0.87
0.87
0.89
0.77

0.79
0.86
0.73
0.79
0.69
0.80

0.77
0.86
0.87
0.91
0.77

0.90
0.88
0.87
0.85

0.47
0.70 0.58
0.81 0.77 0.78




Anexo lIl. Matriz de dissimilaridade entre 35 gendétipos de jabuticabeira (Plinia sp.) oriundos do Recdncavo da Bahia, com base na anélise

simultanea entre caracteres morfoagronémicos e moleculares.
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GEN

JCP1 JCP2 JCP3 JMT1 JMT2 JSP JCA1 JCA2 JCA3 JCA4 JCAS5 JCA6 JCA7 JGM1 JSF1 JSF2 JSF3 JSF5 JSF6 JSF7 JSF8 JSF9 JMG1 JMG2 JMG3 JMG4 JMG5 JMG6 JMG7 JSFP1 JSFP2 JSFP3 JSFP4 JSFP5

JCP2
JCP3
JMT1
JMT2
JSP
JCAL
JCA2
JCA3
JCA4
JCAS
JCAG
JCA7
JGM1
JSF1
JSF2
JSF3
JSF5
JSF6
JSF7
JSF8
JSF9
JMG1
JMG2
JMG3
JMG4
JMG5
JMG6
JMG7
JSFP1
JSFP2
JSFP3
JSFP4
JSFP5
JSA1

0.10
0.08
0.11
0.08
0.11
0.10
0.11
0.31
0.31
0.33
0.17
0.18
0.29
0.31
0.23
0.30
0.28
0.31
0.29
0.31
0.23
0.34
0.31
0.30
0.28
0.26
0.28
0.34
0.28
0.35
0.32
0.33
0.34
0.30

0.08
0.08
0.09
0.08
0.11
0.11
0.33
0.31
0.35
0.17
0.20
0.31
0.31
0.22
0.32
0.30
0.31
0.31
0.31
0.26
0.35
0.32
0.32
0.29
0.27
0.29
0.33
0.30
0.35
0.31
0.33
0.33
0.30

0.08
0.07
0.07
0.08
0.08
0.29
0.29
0.31
0.16
0.15
0.27
0.28
0.20
0.28
0.26
0.29
0.28
0.30
0.21
0.33
0.29
0.28
0.25
0.24
0.26
0.31
0.26
0.32
0.29
0.31
0.32
0.29

0.09
0.05
0.10
0.07
0.28
0.25
0.30
0.12
0.16
0.26
0.27
0.17
0.29
0.24
0.27
0.26
0.27
0.20
0.31
0.28
0.27
0.24
0.22
0.26
0.27
0.26
0.32
0.25
0.28
0.28
0.26

0.07
0.04
0.09
0.28
0.28
0.30
0.16
0.16
0.26
0.29
0.21
0.29
0.27
0.30
0.29
0.30
0.22
0.32
0.28
0.28
0.24
0.24
0.27
0.33
0.27
0.32
0.33
0.32
0.33
0.31

0.10
0.06
0.29
0.27
0.31
0.16
0.17
0.26
0.26
0.19
0.28
0.25
0.27
0.27
0.28
0.21
0.31
0.29
0.28
0.25
0.22
0.27
0.31
0.27
0.32
0.28
0.31
0.32
0.29

0.11
0.29
0.30
0.31
0.17
0.16
0.28
0.28
0.22
0.29
0.27
0.30
0.29
0.30
0.22
0.33
0.29
0.28
0.25
0.25
0.28
0.34
0.27
0.33
0.31
0.33
0.34
0.31

0.27
0.26
0.30
0.15
0.16
0.26
0.28
0.19
0.28
0.25
0.26
0.25
0.27
0.20
0.32
0.30
0.26
0.25
0.21
0.25
0.30
0.25
0.32
0.27
0.29
0.29
0.27

0.07
0.06
0.26
0.25
0.27
0.28
0.30
0.31
0.27
0.28
0.29
0.24
0.26
0.33
0.34
0.26
0.33
0.26
0.30
0.28
0.31
0.30
0.27
0.26
0.30
0.28

0.10
0.24
0.25
0.26
0.30
0.27
0.32
0.24
0.27
0.28
0.21
0.27
0.31
0.31
0.26
0.30
0.25
0.31
0.27
0.32
0.31
0.28
0.28
0.28
0.27

0.28
0.28
0.31
0.32
0.32
0.34
0.30
0.32
0.32
0.25
0.30
0.34
0.35
0.30
0.35
0.28
0.33
0.30
0.33
0.33
0.29
0.29
0.31
0.29

0.08
0.20
0.25
0.14
0.24
0.20
0.23
0.21
0.21
0.18
0.27
0.26
0.21
0.19
0.16
0.20
0.27
0.26
0.31
0.24
0.25
0.24
0.22

0.21
0.24
0.16
0.23
0.21
0.23
0.22
0.24
0.18
0.27
0.27
0.22
0.20
0.16
0.21
0.26
0.25
0.29
0.24
0.27
0.27
0.25

0.14
0.23
0.15
0.13
0.20
0.19
0.24
0.22
0.21
0.20
0.18
0.26
0.23
0.26
0.29
0.27
0.23
0.29
0.29
0.30
0.27

0.26
0.15
0.18
0.24
0.22
0.25
0.26
0.24
0.23
0.23
0.32
0.28
0.32
0.34
0.31
0.27
0.30
0.34
0.35
0.31

0.27
0.21
0.25
0.26
0.22
0.19
0.30
0.28
0.25
0.21
0.21
0.23
0.30
0.26
0.31
0.26
0.29
0.29
0.25

0.15
0.22
0.20
0.27
0.25
0.22
0.21
0.20
0.29
0.27
0.27
0.34
0.29
0.28
0.31
0.32
0.34
0.33

0.16
0.16
0.21
0.21
0.20
0.17
0.15
0.25
0.22
0.23
0.29
0.27
0.23
0.27
0.29
0.30
0.25

0.16
0.24
0.23
0.21
0.21
0.17
0.27
0.23
0.26
0.28
0.28
0.24
0.28
0.29
0.29
0.25

0.22
0.19
0.23
0.20
0.17
0.25
0.21
0.25
0.28
0.27
0.25
0.28
0.31
0.28
0.26

0.21
0.27
0.24
0.20
0.24
0.19
0.23
0.24
0.25
0.26
0.23
0.25
0.24
0.21

0.25
0.24
0.19
0.18
0.13
0.16
0.24
0.19
0.28
0.24
0.26
0.27
0.21

0.18
0.17
0.28
0.26
0.29
0.31
0.30
0.29
0.33
0.33
0.34
0.28

0.13
0.25
0.24
0.28
0.29
0.28
0.23
0.32
0.30
0.31
0.28

0.24
0.18
0.21
0.24
0.24
0.22
0.25
0.26
0.26
0.23

0.11
0.12
0.29
0.16
0.28
0.29
0.29
0.30
0.23

0.10
0.20
0.17
0.27
0.23
0.24
0.24
0.17

0.23
0.13
0.29
0.25
0.26
0.27
0.20

0.26
0.30
0.20
0.23
0.19
0.23

0.26
0.27
0.29
0.32
0.23

0.29
0.31
0.29
0.27

0.11
0.18
0.20

0.14
0.21

0.21




