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RESUMO

SOARES, Adrielle Naiana Ribeiro. Biometria, crescimento inicial e diversidade
genética em mangabeira. Sdo Cristovao: UFS, 2018. 84p. (Tese - Doutorado em
Agricultura e Biodiversidade).*

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) é uma espécie frutifera, nativa do Brasil, de
ocorréncia em restingas, cerrado e tabuleiros costeiros. No estado de Sergipe a
mangabeira possui importancia social, cultural e econémica. A fragmentacdo de areas
naturais de ocorréncia da espécie tem se intensificado, e neste contexto, foi implantado
0 Banco Ativo de Germoplasma Mangaba (BAGMangaba). As pesquisas deste trabalho
foram realizadas na Embrapa Tabuleiros Costeiros e na Universidade da Flérida, com o
objetivo de avaliar aspectos sobre a propagacéo e a diversidade genética da espécie. No
primeiro experimento avaliou-se a propagacéo e a biometria dos frutos e sementes de
acessos do BAGMangaba. No estudo biométrico avaliou-se o0 peso e as dimensdes
(comprimento, largura e espessura) de frutos e sementes, além do nimero de sementes
por fruto. Para as analises de propagacdo, utilizou-se o delineamento experimental
inteiramente casualizado com quatro repeticbes de 25 sementes, totalizando 100
sementes por tratamento. Neste estudo, as sementes foram beneficiadas, logo ap6s,
semeadas em saco de polietileno, contendo areia como substrato, e em seguida
submetidas aas seguintes determinac@es: porcentagem de emergéncia (E%), indice de
velocidade de emergéncia (IVE), altura de mudas (ALT), diametro do caule (DC),
namero de folhas (NF) e porcentagem de sobrevivéncia (S%). O segundo estudo foi
realizado na Universidade da Florida com o objetivo de avaliar a diversidade genética
de acessos e progénies de mangaba, utilizando marcadores microssatélies (SSR). Foram
utilizadas 96 amostras, sendo 9 matrizes e 87 progénies, e a diversidade genética foi
mensurada por meio dos seguintes parametros genéticos: numero de alelos (N), riqueza
alélica (R), heterozigosidade esperada (He) e observada (Ho), indice de divergéncia
genética (Fst), coeficiente de endogamia (f), identidade genética de Nei (Gl), relacéo de
parentesco entre progénies e matrizes, agrupamentos por meio da analise Bayesiana. No
terceiro experimento estimou-se a diversidade genética de 155 individuos em 10
populagdes naturais de mangabeira no estado de Sergipe, utilizando marcadores ISSR.
A diversidade genética foi mensurada pelos seguintes parametros: porcentagem de
polimorfismo, coeficiente de variacdo, indice de Shannon (1), heterozigosidade esperada
(He), similaridade entre individuos, agrupamento UPGMA, andlise de coordenadas
principais (ACoP) e AMOVA. Os acessos mostraram-se divergentes quanto as
caracteristicas biométricas, e houve significativa assimetria entre as progénies nas
variaveis de propagacdo, destacandos-se as progénies dos acessos provenientes dos
estados do Pard (ABP1, ABP2 e ABP4), Sergipe (PTP1, PTP2, TCP2 e TCP6) e Bahia
(LGP1, LGP3, LGP4 e BIP2). Para as analises moleculares verificou-se que 0s
marcadores SSR revelaram moderada variabilidade genética entre progénies, sendo
aquelas progénies provenientes dos acessos do Pard (ABP1 e ABP2) as mais
divergentes. Em populagdes naturais de Sergipe com o0 uso de marcadores ISSR
verificou-se alta taxa de polimorfismo (100%) e a formacgéo de cinco grandes grupos. A
mangabeira é uma espécie ainda em fase de domesticacdo, e estudos que envolvam a
propagacdo, morfologia e diversidade genética sdo importantes para o desenvolvimento
de estratégias de conservagdo e selecdo de plantas com caracteristicas de interesse em
programas de melhoramento genético.

Palavras-chave: Hancornia speciosa, conservacgao ex situ, frutas nativas, marcadores
moleculares.

*Comité orientador: Dr®. Ana Veruska Cruz da Silva — Embrapa Tabuleiros Costeiros (Orientadora).
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ABSTRACT

SOARES, Adrielle Naiana Ribeiro. Biometry, initial gGrowth and the genetic
diversity of mangabeira Sdo Cristovdo: UFS, 2018. 84p. (Thesis - Doctor of Science
in Agriculture and Biodiversity).*

The mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) is a fruit species that is native to Brazil.
In the State of Sergipe, the mangabeira has a social, cultural and economic importance.
The fragmentation of the natural areas of the species has intensified and in this context,
the Mangaba Genebank (BAG Mangaba) was implemented. The two specific research
investigations of this work were carried out at the Embrapa Coastal Tablelands and at
the University of Florida, USA, in order to evaluate the various aspects concerning the
propagation and the genetic diversity of the species. In the first experiment, the
propagation and the biometrics of the fruits and seeds of the BAG Mangaba accessions
were evaluated. In the biometric studies, the weight and the dimensions (length, width
and thickness) of fruits and seeds were evaluated, as well as the number of seeds per
fruit. The propagation analyzes and the experimental design were completely
randomized, with 4 replicates of 25 seeds, totaling 100 seeds per treatment. In this
study, the seeds were sown in polyethylene bags that contained sand as a substrate.
They were then submitted to the following determinations: emergence (E%), emergency
speed indexes (ESI), seedling heights (cm), diameters (DIA) and the percentages of
survival (S%), together with the fruit and seed biometrics (weight, length and width,
together with the thickness of the fruits and seeds, as well as the number of seeds per
fruit). The second study was conducted at the University of Florida, USA, with the
objective of evaluating the genetic diversities of the accessions and the progenies of the
mangaba fruit, by using microsatellite markers (SSR). A total of 96 samples were used,
9 matrices and 87 progenies. The genetic diversities were measured by using the
following genetic parameters: the allele numbers (N), the allelic richness (R), the
expected heterozygosity (He), the observed (Ho) genetic divergence indexes (Fst), the
endogamy coefficients (f), Nei’s genetic identities (Gl), the parental relationship
between the progenies and the matrices, as well as the means of the clusters, conducted
by Bayesian analyzes. In a third experiment, the researchers calculated the genetic
diversities of 155 individuals from 10 natural populations of mangabeira in the State of
Sergipe, by using ISSR markers. The genetic diversities were measured as a result of the
following parameters: the polymorphism percentages, the coefficients of variation,
Shannon’s indices (I), the expected heterozygosities (He), the similarity among the
individuals, the UPGMA groupings, the principal coordinate analyzes (PCoA), as well
as by using AMOVA. The accessions showed divergences regarding their biometric
characteristics and there was a significant asymmetry between the progenies in their
propagative variables, highlighting the progeny accessions from the States of Para
(ABP1, ABP2 and ABP4), Sergipe (PTP1, PTP2, TCP2 and TCP6) and Bahia (LGP1,
LGP3, LGP4 and BIP2). For the molecular analyzes, it was verified that the SSR
markers showed a moderate genetic variability between the progenies and the matrices,
with the progenies from the accessions in the State of Para (ABP1 and ABP2) being the
most divergent. In the natural populations of Sergipe, when making the use of the ISSR
markers, a high polymorphism rate (100%) and the formation of five large groups were
observed. The mangabeira is a species that is still in the stage of domestication and
studies that involve their propagation, their morphology and their genetic diversities are
important for the development of strategies for the conservation and the selection of
plants, with characteristics of interest in various breeding programs.

Keywords: Hancornia speciosa, ex-situ conservation, native fruits, molecular markers

*Adivisor committee: Dra. Ana Veruska Cruz da Silva — Embrapa Tabuleiros Costeiros (Orientadora)



1. INTRODUCAO GERAL

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes - Apocynaceae) é uma espécie nativa do
Brasil, de ocorréncia natural em diferentes biomas como o Cerrado e a Mata Atlantica. Em
2016 a producéo foi equivalente a 922 toneladas, producéo 39,1% superior que a de 2015, que
foi de 663 toneladas (IBGE, 2018). Em Sergipe, a arvore é simbolo do estado e representa
importancia econdmica, social e cultural. O fruto pode ser consumido in natura, mas €
utilizado principalmente para a producdo de polpa congelada, sorvetes, doces, geleias e
licores.

A propagacdo da mangabeira é geralmente realizada por sementes, e estas s&o
classificadas como recalcitrantes. As sementes recalcitrantes possuem curta longevidade, pois
ndo suportam a dessecacdo e 0 armazenamento por tempo prolongado, necessitando que a
semeadura ocorra logo apds serem extraidas dos frutos. Estudar mecanismos envolvidos na
propagacdo da mangabeira, bem como o periodo adequado de colheita dos frutos, constituem
informacdes necessarias para entender a dinamica da multiplicacdo da espécie, ja que a
propagacdo é um dos principais gargalos do seu sistema de producéo.

Apesar do potencial agroindustrial, o extrativismo apresenta-se como a principal
forma de exploracdo da mangabeira. N&o h4 registro, até 0 momento, de nenhuma variedade
comercial. A exploracdo inadequada dos frutos associada a fragmentacdo de seus habitats
promove a existéncia de populaces com menor nimero de individuos e compromete a
sobrevivéncia das futuras geracfes desta espécie por mecanismos naturais de regeneragao.
Esta condicdo, ao longo do tempo, pode levar a reducdo da diversidade genética nas
populacbes naturais e propiciar a existéncia de individuos menos vigorosos, com possivel
perda de caracteres de importancia econdmica. Nesse sentido, a definicdo de estratégias de
conservagao ex situ é fundamental para a manutencdo da diversidade genética ainda existente
nas populagdes naturais.

Estudos de diversidade genetica das populagdes remanescentes de mangabeira sdo de
extrema importancia para estabelecer estratégias de preservacdo da espécie (AMORIM et al.,
2015). Além disso, a domesticacao e incorporagdo desta espécie nos sistemas produtivos estao
diretamente relacionadas ao conhecimento da amplitude e distribuigdo da diversidade genética
nas populacgdes naturais (COSTA et al., 2011). Devido a fragmentagdo das areas naturais, em
2006 foi implantado pela Embrapa Tabuleiros Costeiros, o Banco Ativo de Germoplasma de
mangabeira (BAGMangaba), localizado no estado de Sergipe, como uma alternativa ex situ de
conservacao da espécie (SILVA et al., 2017a).

Para a mangabeira, 0s avan¢os no conhecimento da diversidade genética séo
fundamentais para o desenvolvimento de um programa de melhoramento da espécie. Estudos
genéticos em progénies servem como base para a conservacdo e selecdo de individuos
potenciais para exploracdo econdmica e melhoramento genético.

A pesquisa foi desenvolvida com o objetivo de avaliar aspectos sobre a propagacao e
estimar a variabilidade genética de populagdes nativas, acessos e progénies de mangabeira,
por meio de marcadores moleculares.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos gerais da mangabeira

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) é uma espécie frutifera nativa do Brasil,
pertencente & familia Apocynaceae. E uma planta de clima tropical, que expressa maior
desenvolvimento vegetativo nos periodos com temperaturas mais elevadas (24 a 26 °C),
pluviosidade entre 750 e 1600 mm anuais e solos pobres e arenosos, caracteristicos de regides
de Cerrado e Tabuleiros Costeiros (SOARES et al., 2006). No Brasil, pode ser encontrada nas
regides Sudeste, Norte, Nordeste e Centro-Oeste (SILVA et al., 2013).

E uma arvore de porte médio, copa ampla, os galhos sdo abundantes e com folhagens
reduzidas. Possui troncos tortuosos, ramificados e asperos; folhas opostas, simples,
pecioladas, glabras, brilhantes e coriaceas, de forma e tamanho variados (SILVA JUNIOR;
LEDO, 2006). As flores sdo hermafroditas, de cor branca, formato de campénula alongada
(tubular). A inflorescéncia ¢é do tipo dicasio, com 1 a 7 flores (ALMEIDA et al., 1998). O
fruto é do tipo baga, de formato arredondado ou elipsoide; cada fruto contém de duas a seis
sementes, de coloracdo castanho claro, medindo de 7 a 8 mm de diametro (COSTA et al.,
2011).

O fruto possui altos contetidos de vitaminas A, B1, B2 e C, além de fésforo, célcio e
proteinas (BARROS, 2006). S&o consumidos in natura ou utilizados como matéria prima para
a fabricacdo de doces, licores, sucos, geleias, vinhos, compotas e sorvetes, indicando
potencial agroindustrial. Pesquisas apontam para o alto teor de vitamina C presentes nos
frutos. Em frutos de acessos do BAGMangaba da Embrapa Tabuleiros Costeiros, Silva et al.
(2015) observaram teores de vitamina C entre 226,63 e 244,43 mg.100g™. Em populacdes
naturais de Sergipe, Silva et al. (2012) observaram valores entre 429 e 479 mg.100g™. Em
frutos oriundos de Picos (P1), Rufino et al. (2009) verificaram teor médio de 431 mg.100g™ na
polpa. Em geral, esses valores podem ser considerados altos, quando comparados com outras
frutas ricas em vitamina C, como caju (219 mg.100g™), morango (71,80 mg.100g™) e goiaba
(218 mg.100g™) (FREIRE et al., 2013). Além de vitaminas, a polpa dos frutos contém
proteinas (1,3 a 3,0%), carboidratos (10,02%), fibras (3,4%), lipideos (2,3%), ferro, fosforo,
célcio, entre outros nutrientes (ARAUJO et al., 2004).

Outras partes da planta sdo utilizadas na medicina popular, como a casca, para
combater doengas de pele e como estimulante de fungdes hepéticas (LIMA; SCARIOT,
2010). Estudos realizados em camundongos evidenciaram que o extrato da casca foi eficiente
no combate e cicatrizagdo de Ulceras géstricas, devido a sua capacidade de estimulo para a
sintese de muco (MORAES et al., 2008). O cha das folhas é usado para o tratamento de
célicas menstruais (SILVA JUNIOR, 2004). Em estudo com latex de mangabeira, Almeida et
al. (2014) verificaram a eficiéncia no processo de cicatrizacao.

A mangabeira ¢ uma planta de polinizacdo cruzada, autoincompativel, sendo
necessaria a presenca de individuos diferentes e de polinizadores especificos para que ocorra a
fecundacgéo e a producdo de frutos (MOURA et al., 2011). Estes polinizadores pertencem a
diferentes grupos taxondmicos, como Shingidae, abelhas (Euglossini), Hesperiidae e
Nymphalidae (Heliconius). Cada espécie de polinizador tem uma demanda ambiental
particular, seja como alimento para a prole e adultos, como plantas hospedeiras para lagartas e
locais de acasalamento. Em virtude disso, para que haja um incremento na produgdo €
necessario que o cultivo desta planta concentre-se em areas que possuam fortes populagdes de
polinizadores (DARRAULT; SCHLINDWEIN, 2006).

A propagacdo da mangabeira é feita por semente, entretanto, devido a recalcitrancia, a
propagacdo apresenta entraves. Além disso, substancias inibidoras contidas na polpa dos
frutos podem impedir ou dificultar a germinacdo (VIEIRA NETO et al., 2009). Com a
remocdo da polpa dos frutos, as sementes mantidas em condi¢cbes ambientes tendem a
ressecar, e por ndo suportarem o ressecamento por longo periodo, devem ser semeadas até um
dia apds retiradas do fruto (SOUZA et al., 2005). Portanto, a propaga¢do da mangabeira ainda
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consiste em um dos principais entraves para o cultivo em grande escala, uma vez que a
espécie apresenta germinacdo lenta e desuniforme.

O cultivo ou producdo de mudas comerciais sdo escassos, sendo o extrativismo a
principal forma de exploracdo. No ano de 2016 a producéo extrativista foi de 922 toneladas de
mangaba, em 2015, 663 toneladas, havendo um aumento de 39,1%. O estado da Paraiba €
responsavel pela maior producdo (26,68%), seguido por Sergipe (20,60%) e Minas Gerais
(17,57%) (IBGE, 2018). Em Sergipe, os frutos comercializados sdo provenientes de areas
nativas ou areas de pequenos produtores, nas quais populacGes tradicionais praticam o
extrativismo ha muito tempo. Neste cenario, a mangabeira tem uma importancia social e
econdmica para essas populacdes locais.

2.2 Recursos genéticos

Na regido Nordeste, o extrativismo, aliado a exploracdo imobiliaria tem causado
acelerada erosdo genética nas areas de ocorréncia desta espécie (SANTOS, 2010). No estado
de Sergipe, a atividade extrativista da mangabeira é realizada principalmente pelas catadoras
de mangaba. O grupo de catadoras de mangaba de Sergipe é formado por mulheres, habitantes
das restingas e tabuleiros costeiros, que desempenham o extrativismo em areas remanescentes
de mangabeiras (MOTA et al., 2005).

O Movimento das Catadoras de Mangaba (MCM) de Sergipe foi criado em 2007.
Apesar dos desafios 0 movimento segue tentando manter a atividade e o reconhecimento. O
MCM representou um grande avanco para a formacdo politica e identidade de todas as
envolvidas (SANTOS; SOUZA, 2016). Essas mulheres também sdo consideradas como
essenciais para a conservacgdo e biodiversidade, pois atuam de forma a desenvolver praticas e
saberes que possibilitam a manutencdo das areas nativas, através da producdo artesanal de
mudas e os cuidados com as plantas durante a colheita e pos-colheita. Esses conhecimentos
sdo passados através de geragdes, e contribuem para a conservacdo dos recursos genéticos
presentes em campos nativos (MOTA et al., 2007).

A identificagdo de &reas com potencial de ocorréncia de uma espécie nativa possibilita
entender a dindmica da espécie e a elaboracdo de estratégias para recuperacdo de areas
degradadas. A aplicacdo de ferramentas, como 0 mapeamento, sdo fontes de informacdo para
atividades que visam a recuperagdo destas areas, escolha de individuos em estudos de
diversidade genética, como também para selecdo de matrizes fornecedoras de sementes
(GARRASTAZU; MATTOS, 2013). No mais recente mapeamento sobre a espécie em
Sergipe,Rodrigues et al. (2017) relataram como principais causas para 0 desmatamento de
areas nativas de mangabeira, a expansdo dos centros urbanos, o avanco de plantios como
cana-de-acgucar e eucalipto e a expansdo imobiliaria.

Outra abordagem importante € conhecer a diversidade genética existente, pois
dependendo das préticas de manejo exercidas pela atividade humana, pode haver uma reducéo
da mesma (CARVALHO et al., 2013). As consequéncias dessas intervencgdes na distribuicdo
espacial das espécies podem desencadear processos genéticos que afetam as frequéncias
genéticas das populagdes, incluindo a oscilagdo genética e o efeito fundador (GIUSTINA et
al., 2014). Portanto, pesquisas que analisam a diversidade genética e a estrutura das
populagcdes remanescentes de mangabeira sdo fundamentais para o estabelecimento de
estratégias de conservacdo de germoplasma e preservacao da espécie (AMORIM et al., 2015).

Mecanismos de compreensdo da dindmica populacional em populagbes naturais de
plantas sdo extremamente importantes para preservar o patrimdnio genético, uma vez que
estes contém o conhecimento sobre o comportamento reprodutivo e os efeitos da interferéncia
ambiental nas populag6es. O fluxo génico e o grau de diferenciacdo entre populagdes obtidas
por andlises moleculares, comparadas entre e dentro de populagdes naturais, permitem
compreender melhor como ocorre a selecdo de acordo com a adaptacdo em populagoes
isoladas, além de fornecer uma medida para quantificar a variabilidade genética na populagédo
como um todo (BEKESSY et al., 2002).
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Estudos sobre a variabilidade genética de populagdes existentes de H. speciosa séo
ainda incipientes. Desta forma, informacgdes sobre a estrutura genética das populagdes naturais
s8o essencials para a sua domesticacdo e melhoria, assim como para a amostragem de bancos
de germoplasma (MOURA et al., 2011). Devido a reducdo da &rea da Mata Atlantica e do
Cerrado, onde ocorre essa espécie, € de extrema importancia identificar, coletar, preservar e
caracterizar 0s recursos genéticos disponiveis. Esses recursos serdo essenciais para 0S
programas de melhoramento genético, podendo resultar na identificacdo e selecdo de
genotipos superiores adaptados a diferentes ecossistemas, que tenham resisténcia ou
tolerancia a doengas e pragas, bem como a selecdo de variedades com caracteristicas
agrondmicas e tecnoldgicas de interesse para exploracao comercial (SILVA JUNIOR; LEDO,
2006).

A conservacgdo de recursos genéticos pode ser feita no local de ocorréncia da espécie
(in situ) ou transportada para outros locais (ex situ) onde se realizam a conservacdo dos
acessos. Denomina-se ‘acesso’ a amostra de germoplasma representativa de um individuo ou
de uma populacio, diferenciada e identificada de maneira Gnica (SALOMAO, 2010). Os
materiais genéticos ou germoplasmas sdo unidades fisicas vivas contendo a composi¢do
genética de um organismo particular, com a habilidade de se reproduzir (BALICK, 1989). E
imprescindivel o estabelecimento de bancos de germoplasma para conservar espécies, genes e
alelos visando a garantia futura de caracteristicas de interesse econémico, ambiental, social,
dentre outras (MAZZOCATO et al., 2014).

No ano de 2006, no estado de Sergipe, foi instalado pela Embrapa Tabuleiros
Costeiros, 0 Banco Ativo de Germoplasma de Mangabeira. O BAG apresenta-se como uma
alternativa de preservacdo da diversidade genética da espécie, tendo em vista que grandes
areas de sua ocorréncia natural estdo sendo devastadas (SILVA et al., 2017a).

Além do BAG da Embrapa Tabuleiros Costeiros, existem ainda outras cole¢des, como
a pertencente a Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecuéaria - IPA, criada em 1970,
com 125 acessos (BEZERRA et al., 1993); a da Empresa Estadual de Pesquisa Agropecuaria
da Paraiba - EMEPA-PB, implantada em 1991, com 220 acessos (AGUIAR FILHO et al.,
1998; SOUZA et al., 2007); da Embrapa Amapa, de 1998, com 36 progénies nativas do
Cerrado amapaense (YOKOMIZO et al., 2017a); a da Universidade Federal de Goias
(EAJUFG), desde 2005, com 191 acessos e 57 progénies de polinizagdo aberta (ALMEIDA,
2015) e a da Universidade Federal de Alagoas, com 40 acessos (ESPINDOLA et al., 2003.

A avaliacdo da diversidade genética entre os acessos de um BAG resulta em
informacdes sobre potenciais genitores a serem utilizados em programas de melhoramento;
possibilita a identificacdo de duplicatas e o intercdmbio de germoplasma entre pesquisadores.
E uma forma de conciliar os esforcos de conservacio da agrobiodiversidade com o
desenvolvimento sustentavel (NASS, 2007). A caracterizagdo de amostras existentes em um
banco de germoplasma possibilita que 0 méximo da variabilidade genética seja reunida e
preservada com o minimo possivel de duplicacdes, além de promover material genético para
realizacdo de programas de melhoramento (MANFIO et al., 2012).

Os BAGs representam um acervo de genes e um reservatorio de variabilidade genética
natural, potencial indispensavel para programas de melhoramento das espécies (COSTA et al.,
2011). O valor da variabilidade genética estd em sua utilizacdo e somente com a
caracterizacdo dos acessos disponiveis pode-se conhecer suficientemente a diversidade
genética preservada (COIMBRA et al, 2012). Essa caracterizacdo dos acessos € de
fundamental importéncia para o conhecimento de suas potencialidades, identificando-se a
variabilidade entre e dentro das populagdes (LIMA et al., 2012).

2.3 Propagacao da mangabeira

A propagacdo da mangabeira é realizada principalmente por sementes, entretanto,
devido a recalcitrancia, este método tradicional de propagacdo tem sido dificultado (FREIRE
et al.,, 2011), pois sementes deste tipo ndo suportam dessecacdo, perdendo rapidamente o
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vigor quando retiradas do fruto. Além da recalcitrancia, substancias inibidoras contidas na
polpa dos frutos atuam dificultando ou impedindo o processo germinativo, desta forma, a
germinacdo € caracterizada como lenta e desuniforme, sendo este um dos principais
obstaculos para a propagacao da espécie (DARRAULT; SCHLINDWEIN, 2006). Nestas
sementes, a perda de dgua estrutural durante o processo de secagem pode causar alteracdes no
metabolismo e no sistema de membranas, resultando no inicio do processo de deterioracdo
(FARRANT et al., 1988).

Nas sementes recalcitrantes ha teores de agua definidos como criticos, abaixo dos
quais a viabilidade é reduzida, também ha teores de agua letais, relacionados a perda total da
viabilidade. Valores entre 27 a 38% para o teor critico e entre 12 a 22% para o teor letal tém
sido reportados (BILIA et al., 1999). Em sementes de mangabeira, Soares et al. (2015)
verificaram que a maior porcentagem de germinagdo foi obtida quando as sementes
permaneceram até 34 horas de secagem, a 30°C, a partir deste tempo ocorreu redugdo na
porcentagem de germinacédo, chegando a 13% no periodo de 72 horas de secagem. A secagem
natural, a 25°C, acima de 48 horas prejudicou a emergéncia e o crescimento inicial das
plantulas de mangabeira (SANTOS et al., 2010).

Entender a propagacdo da mangabeira torna-se necessario para o incremento do
sistema de produgdo, uma vez que existem materiais com caracteristicas promissoras para
serem incorporadas ao processo produtivo. A realizagéo de estudos envolvendo a germinagéo,
emergéncia e crescimento de mangabeira tém sido relatados em varios trabalhos, como os de
Barros et al. (2010) que estudaram o comportamento germinativo de sementes submetidas a
dessecacdo; Silva et al. (2011) que verificaram a influéncia de diferentes substratos na
producdo de mudas; além de Vieira et al. (2013); Pinto et al. (2014) e Vieira et al. (2015).
Como a espécie encontra-se em fase de domesticacdo, existem varias lacunas a serem
preenchidas e pesquisas que possibilitem o conhecimento da propagacdo da mangabeira séo
necessarias para promover a producdo dessa espécie potencial.

2.4 Caracterizacdo biométrica

As analises biométricas fornecem informacfes importantes no que diz respeito a
qualidade dos lotes de sementes, constituindo-se como elementos necessarios para a
diferenciacdo de espécies do mesmo género (ANDRADE et al., 2010). Séo ferramentas que
identificam caracteristicas peculiares ao fruto e a semente, fornecendo assim um melhor
entendimento da dindmica produtiva das espécies (GUSMAO et al., 2006). Também podem
ser empregadas nas anlises de laboratdrio, para a identificacdo e diferenciacdo de plantas em
viveiros e no campo (AMORIM et al., 2008). A falta de informagGes neste ambito pode
dificultar as pesquisas sobre silvicultura e preservacdo de espécies ameagadas de
extincdo(BARRETO et al., 2011).

A variabilidade fenotipica pode ser bastante influenciada por fatores ambientais e
genéticos, desta forma, a biometria apresenta-se como um importante instrumento para
detectar diferencas dentro de popula¢Ges de uma mesma espécie, como também, na definicéo
das relagdes entre a variabilidade genética e os componentes ambientais (CARVALHO et al.,
2003). Para a mangabeira, a variabilidade fenotipica existente € um importante fator para
auxiliar na selecdo de plantas com maior uniformidade e caracteristicas especificas ao
mercado consumidor (GANGA et al., 2010).

As espécies nativas possuem grande variabilidade quanto as caracteristicas
morfoldgicas, como tamanho de frutos, quantidade e dimens6es das sementes. Alguns estudos
biométricos de frutos e sementes de espécies nativas foram realizados em umbuzeiro
(Spondias tuberosa Arruda) (COSTA et al., 2015); baru (Dipteryx alata Vog.) (ZUFFO et al.,
2014); pequizeiro (Caryocar brasiliense Cambess) (MOURA et al, 2013); gabiroba
(Campomanesia adamantium) (DRESCH et al., 2013) e murici (Byrsonima dealbata Griseb)
(LOURENCO et al., 2013).
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No Nordeste brasileiro, estudos sobre a biometria de mangabeira tém fornecido
informacdes importantes para o conhecimento do desenvolvimento desta espécie (GANGA et
al., 2010). Estudos biométricos em frutos e sementes de mangabeira foram realizados por
Perfeito et al. (2015), Yokomizo et al. (2017b) e Gongalves et al. (2013), e enfatizaram que
existe grande variabilidade para as caracteristicas avaliadas em mangabeira.

2.5 Diversidade genética

A diversidade genética consiste em um dos mais importantes parametros avaliados por
melhoristas de plantas na fase inicial de um programa de melhoramento. Muitos métodos
estdo disponiveis para avalid-la, diferenciando-se na habilidade em detectar diferencas entre
genotipos (MORALES et al., 2011). O estudo dessa diversidade proporciona a obtencéo de
informacdes sobre a estruturacdo genética de populagcdes e os pardmetros da diversidade, que
auxiliam os programas de melhoramento (GOVINDARA et al., 2015).

A ampliagdo do conhecimento sobre o desenvolvimento e a variagdo genética de
espécies nativas é essencial, pois a domesticacdo e incorporacao dessas espécies em sistemas
produtivos estdo relacionadas as informagdes da distribuicdo da variabilidade genética em
populacdes naturais. A caracterizacdo molecular destaca-se como forma de avaliar essa
diversidade, permitindo a partir de marcas genéticas, inferir sobre o grau de diversidade entre
populacbes. Portanto, o estudo dos componentes da variabilidade da espécie é fundamental,
especialmente para espécies nativas pouco estudadas, cuja magnitude da diversidade ainda
ndo é totalmente conhecida (COSTA et al., 2011).

Uma forma de avaliar a diversidade genética em plantas é por meio de marcadores
moleculares, que consistem em ferramentas basicas para o estudo da variabilidade e estrutura
genética das populacbes (RAMALHO et al., 2016). Os marcadores moleculares séo
sequéncias identificaveis de DNA encontradas em localizacbes especificas do genoma e
transmitidas pelas leis comuns de heranca de uma geracdo para outra (RODRIGUES, 2013), e
podem ser utilizados para diversos fins, como na analise filogenética e diversidade genética
(GROVER; SHARMA, 2014). A caracterizacdo de variedades por meio de marcadores
moleculares tem sido bastante utilizada, uma vez que analises com marcadores possibilitam a
discriminagdo entre gendtipos, mesmo que a base genética entre eles seja estreita (BOREM;
MIRANDA, 2013).

Os marcadores ISSR (Inter simple sequence repeats) e SSR (Simple sequence repeats)
ou microssatélites sdo amplamente utilizados para estudos de diversidade genética de plantas.
Os marcadores ISSR sdo dominantes e por isso ndo discriminam individuos homozigotos de
heterozigotos, porém, geram multiplos fragmentos de DNA sem a necessidade do
conhecimento prévio do genoma das espécies. A técnica com este tipo de marcador é
considerada de baixo custo, de facil uso e reprodutivel (NG; TAN, 2015). Enquanto que 0s
marcadore SSR sdo sequéncias de DNA que variam de 1 a 6 pares de bases repetidas em
tandem (PRIYONO; PUTRANTO, 2014). Essas sequéncias sdo de grande interesse na
genética de populagdes, devido a sua alta taxa de mutacdo. As mutacdes resultam em
marcadores polimérficos, permitindo discriminacdo genética de individuos proximamente
relacionados, mesmo empregando um ndmero relativamente baixo de marcadores
(GOURLAT et al., 2011). Sdo codominantes, reprodutiveis e altamente polimorficos, porém,
0 uso destes marcadores requer conhecimento preliminar do genoma (JIANG, 2013).

Em mangabeira, estes marcadores tem sido utilizados com sucesso em estudos de
populacdes naturais (SILVA et al.,, 2017b; SOARES et al., 2016; COSTA et al., 2015;
JIMENEZ et al., 2015; LUZ, 2016). Os marcadores SSR foram desenvolvidos por Rodrigues
(2015) e publicados pela primeira vez por Amorim et al. (2015).
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4. ARTIGO 1
BIOMETRIA, EMERGENCIA E CRESCIMENTO INICIAL DE ACESSOS E
PROGENIES DE MANGABEIRA

Periddico submetido: Plant Species Biology

RESUMO

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) é uma frutifera nativa, de grande importancia,
econdmica, cultural e ambiental em suas areas de ocorréncia. Esta espécie é propagada por
sementes e as mesmas sdo classificadas como recalcitrantes. A propagacao ainda é um dos
principais obstaculos para a implantacdo de pomares comerciais, devido a germinacéo lenta e
desuniforme, sendo necessarios estudos que possibilitem conhecer melhor a dindmica de
propagacdo da espécie. O objetivo do trabalho foi avaliar a biometria, a emergéncia e o
crescimento inicial de acessos e progénies de mangabeira. O material vegetal foi oriundo do
Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Tabuleiros Costeiros, localizado em Itaporanga
d’Ajuda, SE, Brasil. Os tratamentos consistiram em progénies provenientes de 17 acessos.
Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado, com quatro repetigdes de 25 sementes.
Avaliou-se: 0 peso (g), comprimento (mm), largura (mm) e espessura (mm) dos frutos e
sementes dos acessos e 0 nimero de sementes por frutos. Para a emergéncia e crescimento
inicial avaliou-se: a porcentagem de emergéncia (PE%), indice de velocidade de emergéncia
(IVE), a porcentagem de sobrevivéncia (S%), a altura (ALT), o didmetro do caule (DC) e o
nimero de folhas (NF). As analises biométricas de frutos e sementes revelaram que ha
significativa variabilidade fenotipica entre os acessos de mangaba. As progénies dos acessos
LGP1, LGP3, LGP4, PTP4, TCP2, TCP6, ABP1, ABP2, ABP4 e BIP4 obtiveram melhores
desempenho para todas as variaveis de emergéncia e crescimento inicial. As progénies dos
acessos TCP1, BIP4, CAP5 e PRP5 expressaram menores percentuais de emergéncia e
sobrevivéncia, além de baixo vigor. O Acesso CAP5 foi inferior aos demais em todas as
variaveis de emergéncia e crescimento, ndo sendo promissor para 0 estabelecimento de
plantulas no campo.

Palavras-chave: Hancornia speciosa Gomes, sementes, propagacao.
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ABSTRACT
Biometry, emergence and initial growth of accessions and mangabeira progenies

The mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) is a native fruit of great importance, with it
being economic, cultural and environmental, in all of its areas of occurrence. This species is
propagated by seeds and these seeds are classified as recalcitrant. Their propagation is still
one of the main obstacles for commercial orchard implantation, due to its slow and uneven
germination. There is a great necessity for studies that will allow for a better understanding of
the propagation dynamics regarding this species. The objective of this study was to evaluate
the biometry, the emergence, the initial growth of the accessions, as well as the progenies of
this mangabeira fruit tree. This research work has aimed at evaluating the biometrics of the
accessions and the emergence and the initial growth of the mangaba progenies (Hancornia
speciosa Gomes). The plant material was derived from the Mangaba Genebank of the
Embrapa Coastal Tablelands, which is located in Itaporanga, SE, Brazil. The treatments
consisted of the progenies from 17 accessions. The experiments were carried out in a
completely randomized design with four replications of 25 seeds. The weight (g), length
(mm), width (mm) and the thickness (mm) of the fruits and seeds of the accessions, as well as
the number of seeds per fruit, were all evaluated. For the emergence and the initial growth, the
following attributes were evaluated: the percentages of emergence (PE%), the emergence
speed indices (ESI%), their percentages of survival (PS%), their height (H), their stem
diameters (SD), as well as the number of leaves (NL). Biometric analyzes of the fruits and
seeds revealed that there were significant phenotypic variabilities among the mangaba
accessions. The progenies of LGP1, LGP3, LGP4, PTP4, TCP2, TCP6, ABP1, ABP2, ABP4
and BIP4 showed better results for all of the emergence and initial growth variables. The
TCP1, BIP4, CAP5 and PRP5 progenies of accession expressed lower degrees of emergence
and survival percentages, while also expressing a low vigor. The accession of CAP5 was
inferior to the other progenies in all of the emergence and growth variables. This was not
promising for its establishment of field seedlings.

Keywords: Hancornia speciosa Gomes, seeds, genetic diversity
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4.1. Introducédo

Pertencente a familia Apocynaceae, a mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) é uma
frutifera nativa do Brasil, encontrada em regides de Tabuleiros Costeiros, Baixada Litoranea e
no Bioma Cerrado. Devido ao apreciado sabor do fruto e a sua variada utilizagdo como
matéria-prima para a fabricacdo de diversos subprodutos como geleia, sorvete, suco, doce,
compotas, vinho e vinagre (Costa et al., 2011), esta espécie tem despertado bastante interesse
na industria de alimentos.

Apesar do potencial agroindustrial, o extrativismo consiste como a Unica forma de
exploracdo, e aliado a pressdo imobiliéria, tem causado a diminuicdo de &reas de ocorréncia
natural. Devido a reducdo de remanescentes, foi criado o banco ativo de germoplasma de
mangabeira, como medida de conservagdo da espécie (Nascimento et al., 2017).

O BAGMangaba foi implantado em 2006 pela Embrapa Tabuleiros Costeiros, no
Campo Experimental de Itaporanga d’Ajuda - SE, em uma éarea de restinga. Atualmente
possui 271 acessos, propagados por sementes de polinizagdo aberta, procedentes dos estados
da Bahia, Paraiba, Sergipe, Pernambuco, Alagoas, Ceara, Para e Minas Gerais. A
caracterizacdo dos acessos € de fundamental importancia, pois possibilita conhecer e
preservar a variabilidade existente entre eles, além de selecionar acessos de interesse que
poderdo originar cultivares superiores por meio de programas de melhoramento genético
(Blank, 2013). Alem disso, as informagdes sobre os aspectos relacionados & propagacao €
imprescindivel e deve anteceder a implantacdo de pomares.

Geralmente propagada por via sexuada, a mangabeira possui sementes recalcitrantes e
substancias inibidoras contidas na polpa, que podem impedir ou dificultar a germinacdo
(Vieira Neto et al., 2009), contribuindo para que a taxa de germinacdo e o crescimento de
mudas sejam lentos e desuniformes. Assim, a propagacao consiste em um dos principais
gargalos para a producdo de mudas em larga escala da espécie.

A qualidade fisiologica de sementes é influenciada pelo genétipo, e o potencial
maximo de qualidade das sementes, como germinagdo e vigor, é controlado geneticamente
(Prete & Guerra, 1999). Sendo assim, pesquisas que envolvem a divergéncia e as relagdes
genéticas para os caracteres relacionados a qualidade fisioldgica visam apoiar estratégias de
selecdo para a melhoria da qualidade fisiologica de sementes (Cardoso et al., 2009). O estudo
de tecnologia de sementes florestais nativas € ponto de partida para obtencdo de mudas em
quantidade e qualidade que possam atender aos diversos segmentos do setor florestal,
principalmente por meio de testes de germinacdo, que possibilitam seguranca no comeércio de
sementes com um padrdo minimo aceitavel de qualidade.

Os programas de melhoramento de plantas s&o normalmente direcionados para a
obtencdo de cultivares de elevado padrdo. Desta forma, pesquisas na area de sementes, por
meio de testes fisiologicos, podem ser o ponto de partida para a obtencdo de mudas de alta
qualidade (Ledo et al., 2015), como também, para a selecdo de genotipos com alto potencial
para a producdo de sementes (Moura, 2011). Analises de crescimento também podem ser
utilizadas como ferramenta para descrever as condices morfofisioldégicas da planta,
diferencas fenotipicas, os efeitos dos fendmenos ecoldgicos sobre o crescimento e a
adaptabilidade das espécies em diferentes ecossistemas (Magalhées, 1986).

Outra ferramenta relevante para detectar a variabilidade em populagdes de uma mesma
espécie e as relacbes com os fatores ambientais ¢ a biometria (Gongalves et al., 2013).
Estudos biométricos fornecem informagfes quanto as estruturas presentes em frutos e
sementes, podendo auxiliar na identificacdo de espécies (Diniz et al., 2015). Apesar da
importancia econdmica, social e ambiental da mangabeira, estudos envolvendo a biometria de
frutos e sementes ainda sdo incipientes, sendo necessarias pesquisas para gque se possam
aumentar o contedo de informagdes.

Entender o desenvolvimento é importante para o surgimento de estratégias de manejo
para a mangabeira em sua regido de origem, tendo em vista que existem recursos genéticos
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com caracteristicas potenciais para serem incorporadas ao processo produtivo (Vieira et al.,
2013). Apesar da reconhecida importancia e ampla utilizacdo da espécie, ainda existe uma
caréncia de informacGes sobre os diversos aspectos que envolvem a propagacdo da
mangabeira, e ainda ndo ha na literatura relatos sobre estudos biométricos de sementes e de
crescimento inicial de acessos e progénies do BAGMangaba, sendo a presente pesquisa 0
primeiro trabalho neste ambito.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a biometria, a emergéncia e o crescimento
inicial de progénies do Banco Ativo de Germoplasma de Mangaba da Embrapa Tabuleiros
Costeiros.

4.2. Material e Métodos

4.2.1. Material vegetal

O material vegetal utilizado foi oriundo de 17 acessos do Banco Ativo de
Germoplasma de mangaba da Embrapa Tabuleiros Costeiros, localizado no Campo
Experimental de Itaporanga d’Ajuda, Sergipe, Brasil (11°06'40"S e 37°11'15"W) (Tabela 1).
A colheita ocorreu em junho de 2014, no qual foram colhidos 25 frutos por planta de cada
acesso estudado. Em seguida, foram encaminhados ao Laboratorio de Analise de Sementes da
Embrapa Tabuleiros Costeiros, onde realizou-se as anélises biométricas e o beneficiamento de
sementes.

4.2.2. Biometria de frutos e sementes

Foram avaliados 25 frutos por planta de cada acesso estudado (Figura 1A-B),

selecionados quanto a integridade visual e fitossanitaria. Avaliou-se:

Peso do fruto: em balanca analitica, expresso em g;

Didmetro, largura e espessura do fruto: com a utilizacdo de paquimetro digital, expresso
em mm;

Numero de sementes por fruto: através de contagem:;

Peso de sementes: realizada em balanca analitica onde foi mensurado o peso fresco das
mesmas, expresso em g;

Diametro, largura e espessura da semente: mensurado com o auxilio de paquimetro digital,
expresso em mm.

Foi realizada andlise descritiva dos resultados. Os agrupamentos foram representados
por meio da Analise de Componentes Principais (PCA) do pacote FactoMineR (Husson et al.,
2008). Para a matriz de correlagdo, foram utilizados os coeficientes de correlagéo de Pearson.
A significancia dos mesmos foi avaliada pelo teste t, em vivel de 5% de probabilidade. As
analises foram realizadas utilizando o software R versdo 3.3.3 (R Core Team, 2017).

4.2.3. Emergéncia e crescimento inicial

A producdo de mudas (progénies) ocorreu via semente. A semeadura foi realizada em
sacos de polietileno (16 x 24 cm), contendo areia lavada como substrato, e os tratamentos
consistiram nos diferentes acessos (Tabela 1). As mudas permaneceram em casa de vegetacado
durante todo o periodo de avaliacdo (8 meses) (Figura 2A-C), para a realizacdo dos testes e
determinag0es descritos a seguir:
Emergéncia: o teste de emergéncia foi realizado conforme recomendagdes das Regras para
Anélises de Sementes-RAS (Brasil, 2009). As contagens tiveram inicio no 15° dia apos a
semeadura e a porcentagem de emergéncia foi efetuada no 55° ap6s a semeadura,
considerando como plantulas normais aquelas com todas as suas estruturas essenciais bem
desenvolvidas;
indice de velocidade de emergéncia (IVE): foi realizado simultaneamente ao teste de
emergéncia, com contagens diarias, a partir do décimo quinto dia, seguido até o final do teste.
Esse indice foi calculado de acordo com a férmula IVE= E1/N1+E2/N2++... En/Nn, onde
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IVE= indice de velocidade de emergéncia; E1, E2 e En = nimero de plantulas normais,
computadas na primeira, segunda... até a ultima contagem, respectivamente; N1, N2, Nn =
namero de dias de semeadura a primeira, segunda... até a ultima contagem, respectivamente
(Maguire, 1962);

O desenvolvimento das mudas foi acompanhado durante oito meses, e analisou-se as
seguintes variaveis:

Altura de muda: a altura foi mensurada com o auxilio de uma régua graduada em
centimetros, medindo-se da base ao apice do caule;

Didmetro do caule: semelhante a variavel descrita anteriormente, foi determinado por meio
de um paquimetro digital;

Numero de folhas: foi computado mensalmente pela da contagem do nimero de folhas por
planta;

Porcentagem de sobrevivéncia: ao final do experimento (8 meses) foi calculada a
quantidade de mudas sobreviventes, e 0s resultados expressos em porcentagem.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com 17
tratamentos e quatro repeticdes de 25 sementes, totalizando 100 sementes por tratamento. Os
dados obtidos das variaveis mensuradas para emergéncia e crescimento inicial do experimento
foram submetidos a anélise de variancia e ao teste de médias de Duncan ao nivel de 5% de
probabilidade, utilizando-se o software Statistical Analysis System (SAS) versdo 9.1, (SAS
Institute, 2011).

4.3. Resultados

4.3.1. Biometria de frutos e sementes

Houve consideravel assimetria entre as matrizes dos acessos (Figura 3). O peso dos
frutos (Figura 3A) variou entre 11 e 38 g; o comprimento, largura e espessura (Figuras 3B-D)
variaram de 22 a 43 mm; 21 a 41 mm e 12 a 38 mm, respectivamente. O nimero de sementes
por fruto variou de 3 a 32 sementes (Figura 3-E). Para estas caracteristicas, com exce¢do do
comprimento, se destacaram os acessos ABP4 e TCP6. O acesso CAPS5 foi inferior em todas
as caracteristicas avaliadas.

As caracteristicas biométricas das sementes expressaram significativa variacdo. O
acesso LGP1 obteve o maior peso (2,3 g) de sementes, seguido do acesso BIP2, com 2,2 g
(Figura 4A). Para as dimensGes de comprimento, largura e espessura, verificou-se que 0s
acessos BIP2 e CAPS alcangaram maiores valores, variando entre 6a9 mm, 6 a7 mme 3,3 a
3,1 mm, respectivamente (Figuras 4B-D). Para o numero de sementes por frutos, estes
mesmos acessos obtiveram valores menores quando comparados aqueles com resultados
superiores. No entanto, as sementes dos acessos BIP2 e CAP5 foram maiores em suas
dimensdes do que as provenientes de frutos com maiores quantidades de sementes.

A Anélise de Componentes Principais (PCA) (Figura 5) revelou a existéncia de dois
grupos. Os acessos CAP5 e PRP5 foram os mais isolados, e 0s dois primeiros componentes
principais obtiveram soma de variacéo de 70,21%.

Pela correlacdo de Pearson (Tabela 2) constatou-se positiva e elevada correlagdo entre
a largura e espessura do fruto. O tamanho do fruto (comprimento, largura, espessura) e 0 peso
do fruto também se correlacionaram positivamente. O peso do fruto se correlacionou
positivamente com o peso das sementes e com o0 nimero de sementes por fruto.

4.3.2. Emergéncia e Crescimento inicial

Houve diferenca significativa para a porcentagem de emergéncia, indice de velocidade
de emergéncia e porcentagem de sobrevivéncia (Tabela 3). As progénies de acessos
provenientes dos estados da Bahia (LGP1, LGP3 e LGP4), Sergipe (PTP4, PTP5, TCP2 e
TCP6) e Para (ABP1 e ABP2) obtiveram os maiores percentuais de emergéncia.
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O vigor das plantas verificado através do IVE foi melhor expresso em progénies dos
acessos LGP1, LGP3, LGP4, PTP2, PTP4, TCP2, ABP1 e ABP2. Com relacdo a taxa de
sobrevivéncia, as progénies dos acessos PTP2, TCP1, BIP4, CAP5 e PRP5 foram inferiores
aos demais. Em geral, os acessos com melhores porcentagens de emergéncia também foram
0S mais vigorosos, sugerindo uma correlagédo entre a porcentagem de emergéncia e o IVE, e
um indicador para selecdo de progénies que se estabelecam mais rapidamente.

Observou-se um crescimento continuo ao longo das avaliagbes e variagOes
significativas entre as progénies quanto as caracteristicas analisadas (Tabela 3). As progénies
do acesso ABP4 obtiveram maior altura (45,10 cm); as dos acessos ABP4 e BIP4, maior
didmetro de caule (4,43 mm) e as dos acessos TCP6 e BIP4, maior quantidade de folhas. Para
todas as variaveis de crescimento inicial, as progénies dos acessos CAP5 alcancaram 0s
menores valores, sendo inferiores as demais.

4.4. Discussao

4.4.1. Biometria de frutos e sementes

Os resultados verificados para a biometria dos frutos podem estar ligados a nédo
domesticacdo da mangabeira, 0 que implica que os caracteres a serem levados em
consideracdo para o0 melhoramento genético ainda ndo foram bem esclarecidos (Ganga et al.,
2010). Contudo, frutos de maior tamanho e peso sdo geralmente mais apreciados para a
comercializacdo, devido ao maior rendimento da polpa.

A assimetria existente pode ser um indicativo de alta variabilidade genética entre
plantas. Entretanto, os caracteres biométricos sdo bastante variaveis em fungdo das condigdes
ambientais, ou seja, a interacdo genotipo/ambiente pode ser responsavel por causar a variagcao
fenotipica (Barros & Souza Junior, 2009). A grande variagdo nos caracteres fenotipicos,
associada a variabilidade genética, é tipica em espécies alogamas, principalmente nas nao
domesticadas, isso pode favorecer a selegédo de caracteres em programas de melhoramento
(Farias Neto et al., 2004).

Estudos de biometria em mangabeira revelaram amplitude de 7,6 a 126 g para a massa
dos frutos (Vieira et al., 2017). Zuffo et al. (2014) ao avaliarem as caracteristicas biométricas
do baru (Dipteryx alata Vog.), também observaram varia¢cBes para as caracteristicas de
comprimento (57,78 a 62,16 mm), largura (41,10 a 43,08 mm) e espessura dos frutos (29,95 a
33,55 mm). Resultados semelhantes foram observados por Gongalves et al. (2013) em estudo
feito com biometria de frutos e sementes de mangabeira, em que 33% dos frutos analisados
possuiam acima de 25 sementes por fruto. Esta caracteristica € importante para a propagacao
desta espécie, levando-se em consideracdo a recalcitrancia das sementes (Vieira Neto, 2002).
Os resultados para o peso de sementes obtidos neste trabalho foram inferiores aos de Vieira et
al. (2017) e Nascimento et al. (2014) em estudos com caracterizagdo biométrica de frutos de
mangabeira. Estes autores verificaram uma média de 3,7 g e 2,40 g, respectivamente, para o
peso de sementes por fruto.

Muitas espécies podem variar quanto ao tamanho das sementes encontradas em uma
mesma arvore. Enquanto que, em outras, as sementes desenvolvem-se com tamanhos
similares, alterando apenas o nimero de sementes (Vaughton & Ramsey, 1998). Nao houve
relacdo direta entre a emergéncia e o tamanho das sementes, tendo em vista que 0s acessos
que expressaram maiores percentuais de emergéncia obtiveram sementes menores. Apesar das
sementes maiores estarem relacionadas as altas taxas de emergéncia, pode-se afirmar que o
acesso CAP5 né@o oferece perspectivas de éxito para o estabelecimento de plantulas no
ambiente, pois, apesar do maior tamanho de sementes, este acesso expressou resultados
inferiores quanto a emergéncia e vigor.

Neste caso, o que mais influenciou foi a informacdo genética de cada acesso, ja que as
progénies foram cultivadas em condi¢es ambientais iguais. Isto reforca a hipotese que as
matrizes possuem variabilidade genética, confirmando que dentro de uma mesma espécie
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podem ocorrer alteragdes diferentes em cada individuo. Assim, varia¢des fenotipicas de frutos
e sementes podem acontecer pelo fato de serem procedentes de diferentes matrizes ou planta-
mée (Villachica, 1996).

Estudos envolvendo a biometria de frutos e sementes sdo importantes para a formagéo
de colecbes de germoplasmas, assim como para o melhoramento das caracteristicas
desejaveis, seja no sentido de aumento ou uniformidade, possibilitando o direcionamento para
programas de melhoramento que possam propiciar cultivares para producdo de frutos que
atendam as exigéncias do mercado (Gongalves et al., 2013) ou da industria.

A associacdo entre caracteristicas € importante, pois permite analisar o grau de
influéncia de um caractere sobre outro, como também realizar a sele¢do direta (Zuffo et al.,
2016). O estudo envolvendo analises multivariadas permite que seja estimada a diversidade
entre acessos, como também o conhecimento do germoplasma disponivel, contribuindo para
que haja uma melhor selecéo de acessos, eliminando os mais proximos e permitindo a escolha
de atributos desejaveis para serem utilizados na caracterizacdo (Mariot & Barbieiri, 2010).
Este tipo de analise é uma ferramenta importante para caracterizar germoplasmas,
principalmente por permitir agrupar um conjunto de acessos, tendo como base Vérias
caracteristicas existentes (Rojas et al., 2003).

Para as correlacGes observadas, os resultados indicam que frutos mais pesados séo
relacionados a um maior nimero de sementes, fato que esta diretamente ligado a polinizagdes
eficientes (Ganga et al., 2010). Estes resultados estdo de acordo com 0s encontrados por
Gongalves et al. (2013) e Nascimento et al. (2014), em estudos com varidveis biométricas de
frutos e sementes de mangabeira. Ndo houve correlagdo positiva entre as variaveis de
tamanho das sementes (comprimento, largura e espessura) e tamanho dos frutos.

Os resultados deste estudo evidenciaram elevados niveis de variabilidade fenotipica
para frutos e sementes de acessos de mangabeira, sendo necessario o aprofundamento para
identificar caracteristicas importantes para a producdo de frutos e gendtipos de interesse
comercial.

4.4.2. Emergéncia e Crescimento inicial

Em programas de melhoramento genético, fatores como emergéncia e vigor das
plantas constituem-se como caracteres alvos (Oliveira et al., 2013). Assim, os atributos
genéticos das sementes possuem consideravel importancia, uma vez que as mudas originadas
a partir delas certamente irdo refletir na sua capacidade em formar individuos superiores
(Vechiato & Parisi, 2013). A contribuicdo relativa de cada carater para a variabilidade
genética é essencial para selecionar caracteres de maior interesse, assim como, descartar
aqueles que pouco contribuem para a diferenciagdo de genotipos (Correa & Gongalves, 2012).

A determinagdo de procedimentos adequados para a propagacdo pode ser um fator
primordial para a domesticacdo e cultivo comercial de uma espécie, objetivando a obtencéo
de mudas de qualidade, que obedecam ao padrdo comercial (Pereira et al., 2002). Em
mangabeira, 0 estudo de genotipos para a obtencdo de material propagativo é de extrema
importancia para que futuramente possa haver a introducdo desta espécie em campos de
cultivo comercial.

Resultados semelhantes quanto as variacbes no comportamento germinativo e
sobrevivéncia foram verificados por alguns autores como Silva et al. (2009), trabalhando com
progénies de bacabi (Oenocarpus mapora Karsten) e bacaba (Oenocarpus distichus Mart.),
concluiram que a porcentagem de plantas normais emergidas variou de 27,9% a 98,9%. Em
progénies de pitanga-Vermelha (Eugenia calycina) foi verificada diferencas quanto ao indice
de velocidade de emergéncia, variando entre 0,160 e 0,289 (Freitas et al., 2015). Em estudos
com sementes de pequi (Caryocar brasiliense Camb), Mouta et al. (2013) verificaram que a
variacdo no carater taxa de sobrevivéncia entre progénies foi de 50 a 100%, com média de
93,4%. Assim como a mangabeira, estas espécies sdo alégamas, e as variacdes encontradas
podem ser devido ao sistema de reproducéo.
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A variacdo no comportamento germinativo das progénies pode estar associada a
informacdo genética e as diferentes procedéncias de cada acesso. Isto reforca a hipotese de
que plantas originadas em regibes geograficamente distintas podem evidenciar alta
variabilidade. Desta forma, o conhecimento deste material genético, constitui-se como uma
importante ferramenta para a selecdo dos melhores genitores visando a obtencdo de genétipos,
como também das melhores progénies para enriguecimento do BAGMangaba.
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FIGURAS E TABELAS

Tabela 1. Origem, identificacdo da matriz e codificacdo dos acessos do Banco Ativo de
Germoplasma de Mangaba da Embrapa Tabuleiros Costeiros, Itaporanga d’Ajuda, SE.

Origem Matriz Acesso/Caodigo
Mata de S&o Jodo, BA P1 Lagoa Grande — LGP1
Mata de Sao Jodo, BA P3 Lagoa Grande — LGP3
Mata de Sao Jodo, BA P4 Lagoa Grande — LGP4
Indiaroba, SE Pl Pontal - PTP1
Indiaroba, SE P2 Pontal - PTP2
Indiaroba, SE P4 Pontal - PTP4
Indiaroba, SE P5 Pontal - PTP5
Indiaroba, SE Pl Terra Caida - TCP1
Indiaroba, SE P2 Terra Caida - TCP2
Indiaroba, SE P6 Terra Caida - TCP6
Salvaterra, PA P1 Agua Boa - ABP1
Salvaterra, PA P2 Agua Boa - ABP2
Salvaterra, PA P4 Agua Boa - ABP4
Conde, BA P2 Barra de Itariri- BIP2
Conde, BA P4 Barra de ltariri - BIP4
Jandaira, BA P5 Costa Azul - CAP5
Indiaroba, SE P5 Preguica — PRP5

Fotos: Adrielle Naiana Ribeiro Soares

Figura 1. Exemplos de avaliacdo biométrica frutos (A) e sementes (B) de acessos do Banco Ativo
de Germoplasma de Mangaba da Embrapa Tabuleiros Costeiros, Itaporanga d’Ajuda, SE.
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Fotos: Adrielle Naiana Ribeiro Soares

Figura 2. Progénie de mangaba aos seis meses apds a semeadura (A); avaliacdo do diametro do
caule (B) e da altura da planta (C).
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Tabela 2. Correlacdo de Pearson para as variaveis: comprimento de frutos (CF); largura de frutos
(LF); espessura de frutos (EF); peso de frutos (PF); nimero de sementes por fruto (NSF);
con1primento de sementes (CS); espessura de sementes (ES); largura de sementes (LS) e peso de
sementes (PS) de acessos de mangabeira do Banco Ativo de Germoplasma de Mangaba da Embrapa
Tabuleiros Costeiros, Itaporanga d’Ajuda, SE.
CF LF EF PF NSF CS ES LS PS

CF 1.000

LF 0.703**  1.000

EF 0.689** 0.893**  1.000

PF  0.619** 0.716** 0.587** 1.000

NSF 0.409** 0.559** 0.566** 0.583**  1.000

CS -0.298** -0.259** -0.400** -0.084* -0.315** 1.000

ES -0.250** -0.213** -0.449** -0.019"™ -0.259** 0.502** 1.000

LS -0.268** -0.230** -0.365** -0.060"™ -0.291** 0.714** 0.494** 1.000

PS 0.299** 0.390** 0.201** 0.576** 0.519** -0.023"™ 0.183** 0.0145™ 1.000
** _ significativo a 1% de probabilidade; * - significativo a 5% de probabilidade; ™ - ndo significativo;

Tabela 3. Porcentagem de emergéncia (PE%), indice de velocidade de emergéncia (IVE),
porcentagem de sobrevivéncia (S%), altura (ALT), didmetro do caule (DC) e nimero de folhas (NF)
de progénies de acessos do Banco Ativo de Germoplasma de Mangaba da Embrapa Tabuleiros
Costeiros, Itaporanga d’Ajuda, SE.

ACESSOS  PE (%) IVE S (%) ALT (cm) DC (mm) NF
LGP1 100 a 1,34a 100 a 29,90 bc 2,73 bc 24 abc
LGP3 100 a 1,29 ab 100 a 29,25 bc 2,69 bc 25 abc
LGP4 100 a 1,17 abcd 100 a 31,80 bc 241c 26 abc
PTP1 95 ab 1,04 cd 100 a 37,26 abc 2,52 ¢ 23 bc
PTP2 95 ab 1,15 abcd 75¢ 33,13 bc 2,74 bc 22 ¢C
PTP4 100 a 1,07 bed 100 a 27,56 bc 2,69 bc 26 abc
PTP5 100 a 1,02 cd 100 a 26,63 c 2,70 bc 27 abc
TCP1 47 d 0,64 ¢ 61d 38,10 ab 3,03 bc 28 abc
TCP2 100 a 1,24 abc 100 a 31,20 bc 3,02 bc 26 abc
TCP6 100 a 0,98 d 100 a 37,10 abc 2,98 bc 33a
ABP1 100 a 1,20 abcd 88Db 38,35 ab 3,46 b 29 abc
ABP2 100 a 1,14 abcd 100 a 33, 27 bc 2,43 ¢ 25 abc
ABP4 90 abc 1,04 cd 100 a 45,10 a 4,43 a 29 abc
BIP2 85 bc 1,04 cd 100 a 38,35 ab 3,46 b 29 abc
BIP4 45d 0,59¢e 54 ¢ 36,55 abc 4,43 a 32 ab
CAP5 55d 0,58 e 54 ¢ 26,50 ¢ 2,40 c 24 abc
PRP5 45d 0,61e 51e 28,73 bc 2,25 ¢ 26 abc
CV% 11,80 13,96 1,67 19,54 18,20 19,81

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Duncan a 5% de probabilidade.
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5. ARTIGO 2

DIVERSIDADE GENETICA DE ACESSOS E DAS PRIMEIRAS PROGENIES DO
BANCO ATIVO DE GERMOPLASMA DE MANGABA DA EMBRAPA
TABULEIROS COSTEIROS

Periodico submetido: Biodiversity and Conservation
RESUMO

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) é uma espécie frutifera, nativa do Brasil, ainda
pouco explorada. No estado de Sergipe, possui importancia scoioecondmica, sendo
considerada como arvore simbolo do estado. Apesar da sua importancia, esta espécie vem
sofrendo uma grande deriva genética, devido principalmente a acBes antrdpicas. A
caracterizacdo molecular tem sido realizada com sucesso em populagdes naturais da regido
Nordeste, como também em bancos de germoplasmas. O trabalho foi desenvolvido com o
objetivo de avaliar a variabilidade genética de acessos e progénies do Banco Ativo de
Germoplasma de Mangaba da Embrapa Tabuleiros Costeiros. Foram utilizadas 96 amostras e
selecionados quatro marcadores microssatélites. Avaliou-se 0 numero de alelos (A), a riqueza
alélica (R) a heterozgosidade esperada (He) e coeficiente de endogamia (f). A diversidade
genética foi estimada por meio do indice de divergéncia genética (Fst) e a identidade genética
de Nei (GI). A relacdo de parentesco entre progénies e matrizes também foi avaliada. A
heterozigosidade média observada foi menor do que o esperado, mostrando um excesso de
homozigotos, corroborados pelo coeficiente positivo de endogamia. O indice de diversidade
genética (Fst) e a identidade genética de Nei (GI) revelaram, em geral, uma diversidade
genética moderada entre acessos. A relagdo entre matrizes e progénies mostrou que pode
haver maior grau de compartilhamento de informacdo genética entre 0s acessos ABP1 e
ABP2. Os resultados irdo colaborar na gestdo desses recursos genéticos e na elaboracdo de
estratégias em futuro programa de melhoramento genético da mangabeira.

Palavras-chave: Hancornia speciosa Gomes, frutas nativas, marcadores microssatélites,
recursos genéticos.
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ABSTRACT

Genetic diversity of the accessions and the first generation of progenies of the mangaba
genebank in the Embrapa Coastal Tablelands

The mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) is a fruit tree species that is a native of Brazil.
It is still only a little explored. In the State of Sergipe, it has a socioeconomic importance,
while it is also considered as the tree symbol of the State. Despite its importance, this species
has been suffering from a great genetic drift, mainly due to the anthropical actions of man. Its
molecular characterization has been successfully performed in natural populations in the
Northeastern region of the State, as well as in germplasm banks. This work has aimed at
evaluating the genetic variabilities of the accessions and the progenies of the Mangaba
Genebank in the Embrapa Coastal Tablelands. Ninety-six samples were used and four
microsatellite markers were selected. The number of alleles (A), their allelic richness (R) and
the expected heterozygosities (He), as well as their inbreeding coefficients (f), were all
evaluated. Their genetic diversities were estimated by using the genetic divergence index
(Fst), together with Nei’s measures of genetic identity (Gl). The kinship relationships between
the progenies and the matrices were also evaluated. The mean heterozygosities that were
observed were lower than expected, showing an excess of homozygotes. This was
corroborated by the positive endogamy coefficients. The genetic diversity indexes (Fst) and
the genetic identities (GI) of Nei revealed, in general, a moderate genetic diversity among the
accessions. The relationships between the matrices and the progenies showed that there may
be a greater degree of genetic information sharing between the ABP1 and ABP2 accessions.
The results of this research will help to collaborate in the management of these genetic
resources, as well as in the elaboration of strategies, for future improvements in the genetic
breeding programs for this mangabeira fruit tree.

Keywords: Hancornia speciosa Gomes, native fruits, microsatellite markers, genetic
resources
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5.1. Introdugéo

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes - Apocynaceae) € uma espécie frutifera
brasileira, que ocorre em varios habitats, incluindo o Cerrado e as restingas da Mata Atlantica,
onde possui importancia econdmica, social e cultural (Silva et al., 2011). O fruto é usado para
fabricacéo de sorvetes, concentrados de frutas, geleias e licores (Costa et al., 2011). A casca
também € usada na medicina popular e na producdo de latex (Arruda et al., 2016). Apesar da
crescente importancia agroindustrial da mangaba, o extrativismo ainda apresenta-se como a
principal forma de exploracdo da espécie.

A exploracédo inadequada dos frutos de mangaba, bem como a fragmentacgéo do habitat
natural da espécie, causam a diminuigdo do tamanho populacional, comprometendo as futuras
geracOes por meio de mecanismos de regeneracdo natural. Esta condicéo, ao longo do tempo,
pode diminuir a variabilidade genética em popula¢des naturais, propiciando individuos menos
vigorosos, com possivel perda de caracteres de importancia econdmica (Silva et al., 2017a).

O uso de estratégias ex situ, como em bancos de germoplasma, é fundamental para a
conservagdo da diversidade genética da espécie. Considerando que grande parte das
populacbes naturais de mangaba ja estdo devastadas, a Embrapa Tabuleiros Costeiros,
Unidade da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéaria (Embrapa), mantem desde 2006, o
Banco Ativo de Germoplasma de Mangaba (BAGMangaba), credenciado pelo Conselho de
Gestdo do Patrimbnio Genético (CGEN), érgdo do Ministério do Meio Ambiente (MMA),
como fiel depositario do patrimbnio genético da espécie (processo numero
02000.002581/2014-53).

A caracterizacdo e o conhecimento da diversidade das colecdes em bancos de
germoplasma s&o os primeiros passos para a identificacdo de duplicatas e genitores, o que
possibilitard a obtencdo de hibridos com maior potencial comercial (Freitas et al., 2012) e é
uma forma de conciliar os esforgos de conservacdo da biodiversidade com o desenvolvimento
sustentavel.

A pesquisa sobre a mangaba € recente, especialmente os estudos de diversidade
genética usando diferentes marcadores moleculares, como RAPD (Costa et al., 2011; Silva et
al., 2011), ISSR (Soares et al., 2016; Soares et al. 2017, Jimenez et al., 2015; Silva et al.,
2017b) e SSR (Amorim et al., 2015; Rodrigues et al., 2015; Collevatti et al., 2016). Esses
estudos fornecem conhecimento inicial da variabilidade genética para auxiliar na obtencao de
estratégias de conservagdo, selecdo de germoplasma e seu uso em futuros programas de
melhoramento. A informac&o sobre a diversidade genética é uma ferramenta importante para
estratégias de conservacgdo e reproducdo e pode ser abordada através de estudos de progénies.

O uso de ferramentas moleculares tornou-se uma forma eficaz para avaliar a
diversidade genética e contribuir para a formagdo de cultivares em programas de
melhoramento. Portanto, é fundamental compreender a variabilidade genética, especialmente
de espécies nativas, como a mangaba (Ganga, Chaves e Naves, 2009).

Os marcadores microssatélites (SSR) sdo importantes ferramentas devido a sua
natureza codominante, a capacidade de detectar altas taxas de polimorfismo e sua alta
reprodutibilidade (Kolliker, Rosellini e Wang, 2010). Esses marcadores ja foram
caracterizados e testados com sucesso em populagfes nativas de mangaba do Nordeste
(Amorim et al., 2015) e do Cerrado (Rodrigues, et al. 2015).

Este foi o primeiro trabalho com avaliagédo de progénies do BAGMangaba, visando
ampliar o conhecimento do material genético presente no banco, assim, o estudo de progénies
é essencial para que futuramente seja possivel a identificacdo e selecdo dos melhores
genitores a serem utilizados em programas de melhoramento da mangabeira.

Desta forma, o presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de estimar a
diversidade genética de acessos e das primeiras progénies do BAGMangaba, utilizando
marcadores microssatélites, visando o conhecimento dos recursos genéticos presentes no
banco de germoplasma.
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5.2. Material e Métodos

O Banco Ativo de Germoplasma de Mangaba (Figura 1) ocupa uma area de restinga,
no municipio de Itaporanga d'Ajuda, estado de Sergipe, Brasil (11°06'40 'e e 37°11'15"W). A
primeira frutificacdo ocorreu em 2013 (Silva et al., 2015), e durante a segunda colheita, em
2014, os frutos foram coletados e suas sementes foram usadas para originar as primeiras
progénies.

Foto: Valter Ferreira Rocha Junior

Figura 1. Banco Ativo de Germoplasma de Mangaba da Embrapa Tabuleiros Costeiros,
Itaporanga d’Ajuda, SE.

Os frutos foram colhidos (Figura 2A-B), despolpados (2C) e as sementes foram
tratadas (imersas em solucdo de hipoclorito de sodio 2,5% durante trés minutos), depois
lavadas em &gua destilada e, em seguida, secas a sombra, a 25°C. Apos 24 horas, em casa de
vegetacdo, as sementes foram semeadas em sacos de polietileno, contendo areia como
substrato (Figura 2C-D). Apo0s seis meses de crescimento, as folhas de cada progénie foram
coletadas para anélises moleculares (Figura 2D). O nimero de progénies por matriz variou de
7 a 10, para um total de 96 individuos, dos quais 87 sdo progénies oriundas de nove acessos
(Tabela 1).
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Fotos: Ana Veruska Cruz da Silva

Figura 2. Frutos de mangabeira na avore (A), colhidos (B), despolpa (C) e progénie aos seis meses

(D).
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Tabela 1. Origem dos acessos (matrizes) do Banco Ativo de Germoplasma de Mangaba da
Embrapa Tabuleiros Costeiros e nimero de progénies utilizadas para estudo de diversidade
genética.

ACess0s Origem N° de progénies
LGP3 Mata de Sao Jo&o, Bahia 10
PTP4 Indiaroba, Sergipe 10
TCP2 Indiaroba, Sergipe 10
TCP6 Indiaroba, Sergipe 7
ABP1 Salvaterra, Para 10
ABP2 Salvaterra, Para 10
BIP2 Conde, Bahia 10
BIP4 Conde, Bahia 10
CAP5 Jandaira, Bahia 10

O DNA gendmico total foi isolado a partir de tecido de folhas congeladas a -80°C,
com base no protocolo do brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB) (Doyle e Doyle, 1990),
modificado por Alzate-Marin et al. (2009). O DNA extraido foi diluido em 50 pyL de TE e
amplificado diretamente, utilizando 16 pares de iniciadores (Rodrigues et al., 2015).

As reagdes de PCR foram realizadas em 10 pyL do volume total; a mistura da reagéo
continha 1,0 L de DNA gendmico, 1,0 yL de tampéo de PCR Taq 10x, 0,8 uL de MgCI2 (25
mM), 0,2 pL de dNTP (mistura 2,5 mM), 1,0 yL de cada iniciador (5mM, frente-6-FAM e
reverso - HEX), 0,1 yL de U Taq polimerase e 4,9 uL de agua ultrapura. As condi¢des de
ciclagem térmica foram 94°C durante 1 min; 35 ciclos de 95°C por 1 min, temperatura de
recozimento especifica para cada locus (Tabela 2) durante 1 min e 72°C por 1 min. Os
produtos de PCR gerados a partir de um total de 96 amostras de acessos/progénies de
mangaba foram genotipados em um sequenciador de material genético, modelo, ABI de 3730
(Applied Biosystems, Carlsbad, Califérnia, EUA) no Centro Interdisciplinar de Pesquisa em
Biotecnologia da Universidade da Florida. Os picos foram marcados usando o software
GeneMarker 1.6 (SoftGenetix, State College, Pensilvania, EUA), com corre¢des manuais
conforme necessario.

A diversidade genética foi analisada por meio das seguintes determinac@es: i) nimero
de alelos (A); ii) riqueza alélica (R); iii) heterozigozidade observada (Ho) e esperada (He)
usando um método da rarefacdo (EI Mousadik e Petit, 1996). A heterozigozidade observada
(Ho) e esperada (He), calculada seguindo as proporc¢des de Hardy-Weinberg. Um método de
rarefacdo (Hurlbert, 1971), modificado por El Mousadik e Petit (1996), foi aplicado para
corrigir o nimero observado de alelos de acordo com o tamanho da amostra. A presenca de
endogamia foi investigada pelo indice de fixacdo (f), e a significancia estatistica foi testada
usando 1000 permutagdes de Monte Carlo de alelos entre individuos. Todas as anélises foram
realizadas utilizando o software FSTAT (Goudet, 1995). Como cada progénie recebeu pelo
menos um alelo materno, o indice de fixagdo (f) foi estimado usando F = 1- (Ho / He) (Nei,
1977).

As matrizes do divergéncia genética (Fst) e identidade genética de Nei (GI) foram
obtidas por meio do software Genalex. 6.3 (Peakall e Smouse, 2006). A relagdo entre
progénies e matrizes foi avaliada usando o pacote pedigreemm (Vazquez et al., 2014)
implementado no software R (R Core Team, 2017).
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Tabela 2. Temperatura de anelamento (Ta), motivos de repeticdo, amplitude alélica (pb) e e
fluorescéncia de iniciadores microssatélites testados para a caracterizagdo genética de mangabeira.

Iniciador Ta(°C)  Motivos de repeticao Amplitude Fluorescéncia
alélica(pb)*
HSO01 56 (GCA)G(TC)zo(GCA)a 250 a 310 HEX
HSO03 56 (CT)s(CT)s 120 a 180 6-FAM
HS05 56 (GA)15(TGC)s 200 a 300 HEX
HS06 54 (GA)14 100 a 150 HEX
HS08 52 (CA)(CT)y7 200 a 250 6-FAM
HS09 56 (CT)72(CT)10(CT)s 200 a 300 6-FAM
HS10 56 (CT)14(CT)s 100 a 200 HEX
HS11 56 (GA)17 100 a 200 6-FAM
HS16 54 (GA)12 100 a 150 6-FAM
HS17 56 (GA)16 100 a 200 HEX
HS18 56 (AG)14 300 a 350 6-FAM
HS20 56 (CM11 200 a 250 HEX
HS27 54 (GA)14 100 a 150 6-FAM
HS30 56 (AG)10 180 a 200 HEX
HS32 56 (CT)e 200 a 300 6-FAM
HS33 56 (AG)24 80a 120 6-FAM

* Os iniciadores destacados em negrito foram os selecionados.

5.3. Resultados e Discussao

Dos 16 marcadores microssatélites utilizados, quatro (HS01, HS05, HS06 e HS10)
foram avaliados como polimorficos por permitirem a amplificacdo de bandas claras e
consistentes. Os resultados para o nimero de alelos (A), riqueza alélica (R), heterozigosidade
esperada (He), heterozigosidade observada (Ho) e coeficiente de endogamia (f) foram

representados na Tabela 3.

Tabela 3. Numero de amostras (n), numero de alelos (A), riqueza alélica (R), heterozigosidade
esperada (He), heterozigosidade observada (Ho) e coeficiente de endogamia (f) em relagdo aos
quatro locos avaliados para progénies de nove acessos do Banco Ativo de Germoplasma de
Mangaba da Embrapa Tabuleiros Costeiros, Itaporanga d’Ajuda, SE.

Acessos n A R He Ho f
LGP3 10 7,0 5,48 0,83 0,60 0,14
PTP4 10 9,0 6,49 0,87 0,50 0,08
TCP2 10 7,6 5,12 0,78 0,48 0,24
TCP6 7 7,0 6,43 0,91 0,43 0,08
ABP1 10 9,0 6,52 0,92 0,70 0,51
ABP2 10 7,0 6,11 0,85 0,40 0,06
BIP2 10 9,0 6,66 0,90 0,30 0,09
BIP4 10 9,3 6,77 0,91 0,50 0,39
CAP5 10 7,3 6,13 0,90 0,70 0,28
Médias 8,0 6,10 0,87 0,51 0,21
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O namero de alelos (A) variou de 7 a 9,3. Em acessos de mangaberia Collevatti et al.
(2016) verificaram maior variacdo (2 a 27) para o numero de alelos, utilizando marcadores
microssatélites.

Os resultados da riqueza alélica (R) revelaram que as progénies com o0 maior nimero
de alelos também possuem maiores valores para a riqueza alélica. A distribuicdo da
frequéncia e da riqueza alélica pode provocar a diminuicdo da variabilidade genética,
influenciar a presenca de heterozigotos, como também as decisdes a serem tomadas em um
programa de conservacdo (Rodriguez-Rodriguez et al., 2010).

Em todas as progénies, a heterozigosidade média esperada (He) foi maior do que a
heterozigosidade média observada (Ho), sugerindo um excesso de homozigotos, conforme
esperado para as populagdes no Equilibrio de Hardy-Weinberg. Alta variacdo do He (0,62-
0,94) em populagdes de mangabeira foi encontrada por Rodrigues et al. (2015). Costa et al.
(2017) verificaram que o Ho (0,698) foi inferior ao He (0,750) em estudos com H. speciosa.

Todas as progénies obtiveram coeficiente de endogamia médio positivo (f),
confirmando o excesso de homozigotos. Os maiores valores de f foram observados em
progénies dos acessos ABP1 (0,51), BIP4 (0,39) e CAP5 (0,28), e 0s menores nas progénies
de PTP4 (0,08), TCP6 (0,08); ABP2 (0,06) e BIP2 (0,09). Amorim et al. (2015) também
encontraram coeficientes de endogamia positivos (0,12-0,40) em populagdes naturais de
mangabeira, devido provavelmente ao cruzamento entre individuos geneticamente
relacionados. Em geral, o coeficiente de endogamia positivo revela um excesso de
homozigotos e menos heterozigotos do que o esperado, de acordo com o Equilibrio de Hardy-
Weinberg. Coeficientes de endogamia positivos podem refletir em efeitos deletérios para
espécies (Govindaraj et al., 2015), contribuindo para que haja maior estruturacdo entre
acessos.

Os resultados deste estudo sugerem um efeito de endogamia nas progénies avaliadas,
com base no excesso de homozigotos, 0 que pode ndo ser interessante para o banco de
germoplasma de mangaba, pois o excesso de homozigotos pode interferir na variabilidade das
carcteristicas desejaveis para futuro melhoramento da espécie. Isto pode ser um indicativo da
necessidade de enriquecimento do banco, por meio do acréscimo de mais individuos.

Os indices de divergéncia genética na maioria dos cruzamentos indicaram moderada
diversidade (0,05 - 0,15) de acordo com Wrigth (1969), exceto para os pares formados entre
as progénies dos acessos ABP1 x BIP4; ABP1 x TCP6; ABP2 x BIP4; ABP2 x CAP5; ABP2
x LGP3; ABP2 x PTP4; ABP2 x TCP2 e ABP2 x TCP6 (intervalo 0,280 - 0,599). Os
cruzamentos entre as progénies dos acessos PTP4 x TCP2; PTP4 x TCP6 e TCP2 x TCP6
resultaram em menores valores de Fst (Tabela 4). Estes resultados indicam que esta havendo
troca de material genético entre os acessos do banco, com isso novas combinacGes alélicas
podem reduzir a diferenciacdo entre eles. Como a mangabeira é uma espécie alégama, e a
polinizacdo no banco de germoplasma é aberta, provalvemente a pequena distancia entre as
plantas pode favorecer o cruzamento entre individuos aparentados, causando a diminuicdo da
variabilidade genética e aumento da endogamia.

A matriz de identidade genética de Nei (GI) (Tabela 5) revelou que as progénies dos
acessos CAP5, LGP3 (estado da Bahia), PTP4, TCP2 e TCP6 (estado de Sergipe) foram mais
semelhantes entre si, com valores de similaridade variando de 0,521 a 0,95. A maioria dos
cruzamentos envovlendo as progénies dos acessos do estado do Pard (ABPl e ABP2)
resultaram em maior distancia genética, sugerindo que sejam mais divergentes em relagdo aos
demais. Assim, pode haver uma relacdo entre a distancia genética e a geografica, também
abordada por Amorim et al. (2015), em populagfes naturais de mangabeira.
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Tabela 4. Matriz de divergéncia correlacionando Fst (indice de divergéncia genética) entre
progénies de acessos do Banco Ativo de Germoplasma de Mangaba da Embrapa Tabuleiros

Costeiros, Itaporanga d’Ajuda, SE.

ABP1 ABP2 BIP2 BIP4 CAP5 LGP3 PTP4 TCP2 TCP6

0,000 ABP1
0,057 0,000 ABP2
0,051 0,056 0,000 BIP2
0,280 0,330 0,065 0,000 BIP4
0,174 0,400 0,130 0,128 0,000 CAP5
0,089 0,406 0,098 0,130 0,120 0,000 LGP3
0,074 0,413 0,140 0,084 0,109 0,071 0,000 PTP4
0,123 0,507 0,077 0,057 0,110 0,055 0,042 0,000 TCP2
0,563 0599 0,057 0,069 0,050 0,079 0,036 0,023 0,000 TCP6

Tabela 5. Matriz de identidade genética (GI) de Nei entre progénies de acessos do Banco Ativo de
Germoplasma de Mangaba da Embrapa Tabuleiros Costeiros, Itaporanga d’Ajuda, SE.

ABP1 ABP2 BIP2 BIP4 CAP5 LGP3 PTP4 TCP2 TCP6

1,000 ABP1
0,398 1,000 ABP2
0,108 0,141 1,000 BIP2
0,125 0,266 0,227 1,000 BIP4
0,072 0,324 0,256 0,629 1,000 CAP5
0,087 0,154 0,167 0,244 0,876 1,000 LGP3
0,284 0,138 0,184 0,209 0,939 0,945 1,000 PTP4
0,230 0,126 0,130 0,152 0,521 0,678 0,900 1,000 TCP2
0,127 0,158 0,078 0,070 0,980 0,789 0,840 0,950 1,000 TCP6

A relacdo entre progénies e matrizes (Tabela 6) mostrou que pode haver um maior
compartilhamento de material genético entre todas as progénies do acesso ABP1 (0,50),
seguido pelos acessos ABP2 (0,25). As progénies provenientes do acesso CAP5, em sua
maioria, obtiveram menores valores.

A escolha dos genitores pode influenciar a diversidade genética, como também a
descoberta e utilizacdo de genes responsaveis por caracteristicas de interesse agronémico,
possibilitando a obtencdo de plantas superiores. Assim, o estudo de progénies, constitui-se
como um avango de conhecimento, para que se possa realizar uma sele¢cdo mais rigorosa de
genitores e um melhor planejamento dos cruzamentos, uma vez que a sele¢cdo de matrizes
altamente divergentes pode possibilitar o aumento da segregagéo de individuos superiores em
geracOes futuras.
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Tabela 6. Relacdo entre progénies e matrizes de acessos do Banco Ativo de Germoplasma de
Mangaba da Embrapa Tabuleiros Costeiros, Itaporanga d’Ajuda, SE.

Progénies

Matrizes 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
ABP1 0,500 0,500 0,500 0,500 0,500 0,500 0,500 0,500 0,500 0,500
ABP2 0,250 0,250 0,250 0,250 0,250 0,250 0,250 0,250 0,250 0,250
BIP2 0,230 0,250 0,250 0,250 0,250 0,250 0,250 0,250 0,250 0,250
BIP4 0,230 0,230 0,230 0,250 0,250 0,250 0,250 0,250 0,250 0,250
CAP5 0,230 0,230 0,230 0,230 0,230 0,230 0,230 0,125 0,250 0,250
LGP3 0,250 0,250 0,250 0,250 0,250 0,250 0,250 0,230 0,230 0,230
PTP4 0,250 0,250 0,250 0,250 0,250 0,250 0,125 0,230 0,230 0,230
TCP2 0,250 0,250 0,250 0,250 0,250 0,250 0,250 0,230 0,230 0,230
TCP6 0,250 0,250 0,250 0,250 0,250 0,250 0,230

A mangabeira vem sofrendo elevada acdo antropica, comprometendo a sobrevivéncia
da espécie, que faz parte de um contexto socioecondmico cultural nas areas de ocorréncia.
Pesquisas sobre a distribuicdo e a composicdo genética sdo importantes para elaboracdo de
estratégias de conservacdo e melhoramento da espécie, e 0 BAGMangaba é um exemplo
disso. Em Sergipe, além dele, existem 1.232,30 hectares distribuidos em seis reservas
privadas, sendo a maior delas a RPPN do Caju, também localizada em Itaporanga d'Ajuda,
com 763,37 hectares (ICMBIO, 2016). Como a frutificacdo da espécie no BAGMangaba foi
recente, este foi o primeiro relato sobre as progénies deste germoplasma, possibilitando um
diagndstico preliminar de sua diversidade. As a¢des de enriquecimento deste germoplasma
sdo constantes e os resultados, embora preliminares, ajudardo a construir estratégias de
selecdo, cruzamento e direcionar novas pesquisas.

5.4. Conclusdes

A diversidade genética moderada pode indicar necessidade de estratégias de
enriquecimento do germoplasma.

As progénies dos acessos ABP1 e ABP2 (Pard) sdo as mais divergentes das demais e
podem ser indicadas para introducdo no BAGMangaba da Embrapa Tabuleiros Costeiros.
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6. ARTIGO 3 )
DIVERSIDADE GENETICA DE POPULAGOES NATURAIS DE MANGABA EM
SERGIPE, O MAIOR ESTADO PRODUTOR DO BRASIL

Publicado no periédico: Genetics and Molecular Research

RESUMO

A mangaba (Hancornia speciosa Gomes) é encontrada em areas de tabuleiros costeiros, no
Nordeste brasileiro e na regido do Cerrado. Esta espécie vem sofrendo elevada fragmentagédo
de habitats, causado principalmente pela agdo antropica e exige estratégias de conservagdo. O
objetivo deste estudo foi analisar a estrutura e diversidade genética inter e intrapopulacional
em populagdes naturais de H. speciosa Gomes utilizando marcadores moleculares ISSR. Um
total de 155 individuos foram amostrados em dez populag@es naturais (ITA, PAC, IND, EST,
BC, PIR, JAP, BG, NEO, SANT), localizadas no estado de Sergipe, Brasil. Foram utilizados
15 iniciadores que geraram 162 fragmentos, com 100% de polimorfismo. A analise genética
revelou que a variabilidade entre populagbes (77%) foi maior que dentro das populagfes
(23%). Foi possivel identificar cinco grupos divergentes por meio dos agrupamentos UPGMA
e ACoP, e apenas um individuo (E10) permaneceu isolado. Por meio de marcadores ISSR foi
possivel obter um perfil molecular das populagdes avaliadas, mostrando que estes marcadores
foram eficientes, apresentando polimorfismo suficiente para estimar a variabilidade genética
em populac6es naturais de H. speciosa Gomes.

Palavras-chave: Genetic variability; Hancornia speciosa Gomes; ISSR markers; Species

preservation
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ABSTRACT
Genetic diversity of mangaba in natural populations in Sergipe, the biggest producer
State in Brazil

Mangaba (Hancornia speciosa Gomes) is found in areas of coastal tablelands in the Brazilian
Northeast and Cerrado regions. This species has been subjected to habitat fragmentation that
is mainly due to human activity, and requires conservation strategies. The aim of this study
was to analyze the structure and inter- and intrapopulation genetic diversity of natural
populations of H. speciosa Gomes using inter-simple sequence repeat (ISSR) molecular
markers. A total of 155 individuals were sampled in 10 natural populations (ITA, PAC, IND,
EST, BC, PIR, JAP, BG, NEO, and SANT) in the State of Sergipe, Brazil. Fifteen primers
were used to generate 162 fragments with 100% polymorphism. Genetic analysis showed that
the variability between populations (77%) was higher than within populations (23%). It was
possible to identify five different groups by the unweighted pair group method with arithmetic
mean and principal coordinate analysis, and only one individual (E10) remained isolated.
Using ISSR markers it was possible to obtain a molecular profile of the populations evaluated,
showing that these markers were effective and exhibited sufficient polymorphism to estimate
the genetic variability of natural populations of H. speciosa Gomes.

Key words: Genetic variability; Hancornia speciosa Gomes; ISSR markers; Species
preservation
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6.1. INTRODUCAO

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes - Apocynaceae) € uma espécie frutifera
nativa do Brasil e que possui importancia social, econémica e cultural nas areas onde ocorre.
Sergipe é o maior produtor da fruta, encontrada em populagdes naturais e explorada quase que
totalmente de forma extrativista.

O fruto desta planta é bastante apreciado devido as suas caracteristicas organolépticas
e alto valor nutritivo, sendo rico em vitaminas A, B1, B2 e C, além de fosforo, célcio e
proteinas (Barros, 2006). A polpa é o principal produto e é consumida in natura ou como
matéria-prima para a fabricacdo de diversos subprodutos como geleia, sorvete, suco, doce,
compotas, vinho e vinagre (Costa et al., 2011). Assim, a espécie tem despertado interesse dos
setores da industria e comércio (Ganga et al., 2010).

Na regido Nordeste, o extrativismo desses recursos genéticos passa por acelerada
erosdo genética devido a grande pressdo imobilidria na baixada litoranea (Santos, 2010).
Desta forma, estudos envolvendo a diversidade e estrutura genética das populacdes
remanescentes de mangabeira sdo de extrema importancia para tracar alternativas de
preservacdo da espécie (Amorim et al., 2015). Além disso, a domesticacdo e incorporacao
desta espécie nos sistemas produtivos estdo diretamente relacionados ao conhecimento da
amplitude e distribuicdo da variabilidade genética nas popula¢Ges naturais (Costa et al, 2011).

Uma forma de avaliar a diversidade genética é através dos marcadores moleculares
que sdo definidos como sequéncias identificaveis de DNA especificas do genoma, e fornecem
informacBes sobre a variabilidade genética, eliminando efeitos ambientais. Pesquisas
envolvendo marcadores moleculares para descrever a variabilidade presente em populagoes
naturais de mangabeira sdo recentes e em nimero reduzido (Silva et al., 2012b). Entre os
diferentes marcadores moleculares, o ISSR (inter-simple sequence repeats) é amplamente
utilizado para avaliagdo da diversidade genética de plantas (Liu et al., 2011). S&o marcadores
dominantes e baseiam-se na amplificacdo de regiGes do DNA através da reacdo em cadeia
polimerase (PCR) e combinam boa parte das vantagens de marcadores de polimorfismo de
comprimento de fragmentos amplificados microssatélites. S&o altamente polimoérficos,
reprodutiveis e ndo requerem conhecimento prévio sobre o genoma. Além disso, s&o
relativamente baratos (Souza et al., 2004). Os marcadores ISSR sdo ferramentas importantes
para analise da diversidade genética, assim como para a caracterizacdo de acessos e cultivares
de diversas espécies.

Morales et al. (2011) avaliaram a divergéncia genética de 11 cultivares de morango, e
descobriram que este tipo de marcador molecular foi eficiente na formagdo de grupos no
estudo da diversidade genética. Dias et al. (2015) utilizaram nove marcadores ISSR em
gendtipos de feijdo-caupi de porte ereto e ciclo precoce, e concluiram que estes marcadores
foram eficientes na estimativa da variabilidade genética. Marcadores ISSR utilizados em
estudo sobre a diversidade genética em Elaeis guineenses foram eficientes para detectar a
variabilidade genética na espécie (Chagas et al., 2015).

Utilizando marcadores de microssatélites em mangabeira, Amorim et al. (2015)
estimou a divergéncia e estrutura genética das popula¢es naturais no Nordeste brasileiro, e
encontrou baixa diversidade genética em popula¢bes no estado de Sergipe. Portanto, o
objetivo deste estudo foi estimar a variabilidade genética em 10 popula¢es naturais de
mangabeira no estado de Sergipe usando marcadores ISSR.

6.2. MATERIAL E METODOS
6.2.1. Amostras, coleta e extracdo de DNA

Folhas jovens foram coletadas de 155 individuos em 10 populacdes naturais de
mangabeira no estado de Sergipe (Figura 1 e Tabela 1).



=]

AL
BA SERGIPE i 3¢
{ -
B Sl
G |
ur ]
f’;",;:‘_.' ;?/-'.:'.....L.m.m
Caes //( A;S.‘
-r.-'.‘u"&“a T
== 4
o §

44

Figura 1. Localizacdo de populagdes naturais de Hancornia speciosa Gomes no estado de Sergipe,
Brasil, onde foram coletadas as amostras para analise da estrutura e diversidade genética.

Tabela 1. Identificacdo, localizacdo geografica e nimero de amostras de Hancornia speciosa

Gomes coletadas em Sergipe, Brasil.

N° de
Populagdes Coordenadas geograficas individuos Cadigo
Itaporanga 11°8'30"S e 37°11'18"W 19 Ita
Pacatuba 10029'35"S e 36°32'42"W 20 Pac
Indiaroba 11°26'25" e 37°24'30"W 20 Ind
Estancia 11°18'20"S e 37°17'42"W 20 Est
Barra dos Coqueiros 10°54'21"S e 37°1'18"W 20 Bc
Pirambu 10°40'15"S e 36°4727"W 19 Pir
Japaratuba 10°36'52"S e 36°52'10"W 5 Jap
Brejo Grande 10°27'45"S e 36°38'14"W 15 Bg
Nedpolis 10022'19"S e 36°39'22"W 15 Neo
Santa Luzia 11°19'25"S e 37°24'12"W 2 Sant
Total 155

As folhas de cada individuo foram coletadas separadamente, acondicionadas em gelo,
para evitar a oxidacdo. Posteriormente, foram transportadas para o Laboratorio de Biologia
Molecular da Embrapa Tabuleiros Costeiros, Aracaju-SE, Brasil. As amostras permaneceram
em freezer -80°C até o momento da extracdo do DNA genémico. A extracdo de DNA foi
realizada usando o método descrito por Doyle e Doyle (1990) modificada por Alzate-Marin et
al. (2009). A quantificacdo do DNA foi feita por espectrofotometria, utilizando Nanodrop
2000c (Thermo Scientific, EUA). As amostras foram armazenadas a -20°C para uso posterior

PCRs.
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6.2.2. Amplificagéo da PCR

Quinze primers ISSR da University of Britsh Columbia, Vancover, Canada foram
usados para estimar a diversidade genética dos 155 individuos de mangabeira (Tabela 2).

Para a PCR, o volume total da reacéo foi de 20uL, contendo 2pL da solugédo de DNA
gendmico, 2uL de cada iniciador com um mix composto de 2uL de tampao PCR 10X, 0,4uL
de dNTP (10 mM), 0,6puL de MgCl, (50 mM), 0,2uL de Tag DNA polimerase (5 U/ pL)
Invitrogen e 12,8uL de &gua ultrapura. Para amplificacdo das reacbes, o termociclador
(ProFlexTM, Applied Biosystems, USA) foi programado de forma que as amostras foram
desnaturadas a 95°C por cinco 5 min, seguidas por 45 ciclos de amplificagcdo. Em cada ciclo,
as amostras foram submetidas a desnaturacdo a 94°C por 1 min, anelamento a diferentes
temperaturas por 45s e, finalmente, extensdo a 72°C por 2 min.

O resultado da amplificacdo foi submetido a eletroforese horizontal, em gel de agarose
a 2%. Os géis foram colocados em contato em uma solu¢do contendo brometo de etidio (0,5
pL/mL de agua), por 1 h e visualizados sob luz ultravioleta. Para a mensuragdo do padréo dos
fragmentos, foi utilizado o marcador de peso molecular de 1 Kb, (Promega, Madison, South
Dakota, EUA). A visualizacdo dos resultados foi realizada em equipamento de fotodo
cumentacdo Gel doc L pix (Loccus Biotecnologia, Cotia, SP).

6.2.3 Andlise de dados

Os fragmentos de ISSR foram convertidos em matriz bindria com base na presenca (1)
ou auséncia (0) do fragmento. Os dados foram importados para o programa TreeView (Page,
1996) e a distribuicdo da variabilidade genética em cada populacdo foi estimada com base no
indice de Shannon (1), na heterozigosidade esperada (He) e na andlise da variancia molecular
(AMOVA). O mesmo software foi utilizado para estimar distancias genéticas de acordo com
o coeficiente de Jaccard, e os respectivos dendrogramas foram construidos com base no
Agrupamento UPGMA.

A consisténcia do agrupamento foi analisada pela reamostragem bootstrap (10.000
iteragdes). A analise de coordenadas principais (PCoA) foi realizada usando o software
GenALEXx 6.3 (Peakall e Smouse, 2006), que também foi utilizado para estimar o | (Brown e
Weir, 1983) e HE (Lynch e Milligan, 1994).

6.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 15 iniciadores testados, foram amplificados 162 fragmentos com 100% de
polimorfismo, revelando alta variabilidade genética entre as populagdes. Isto pode ser devido
a alogamia existente nesta espécie, que apresenta autoincompatibilidade, tornando assim, as
plantas derivadas de sementes altamente divergentes entre si em relacdo a planta-mae
(Darrautl e Schlindwein, 2006). O nimero de fragmentos variou de cinco (UBC 810) a 22
(UBC 817) (Tabela 2).
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Tabela 2. Iniciadores ISSR utilizados em populagfes naturais de Hancornia speciosa Gomes
do estado de Sergipe, Brasil, com suas respectivas sequéncias, temperatura de anelamento
(Ta), total de fragmentos (TF), fragmentos polimdrficos (FP) e porcentagem de polimorfismo
(PPF).

Iniciadores Sequéncia (5 > 37) Temperatura Total de Fragmentos PPF
ISSR de fragmentos  polimorficos (%)
anelamento (TF) (FP)
(Ta)
UBC 807 AGA GAG AGA GAG AGA GT 50,4°C 7 7 100
UBC 809 AGA GAG AGA GAG AGA GG 57,2 12 12 100
UBC 810 GAG AGA GAG AGA GAG AT 50,4°C 5 5 100
UBC 811 GAG AGA GAG AGA GAG AT 53°C 7 7 100
UBC 812 GAG AGA GAG AGA GAG AA 54,8 13 13 100
UBC 815 CTCTTCTCT CTC TCT CTG 52,8°C 9 9 100
UBC 816 CAC ACACAC ACACACAT 54,8 6 6 100
UBC 817 CAC ACACAC ACACACAA 50,4°C 22 22 100
UBC 818 CAC ACA CAC ACACACAG 57,2 14 14 100
UBC 823 TCT CTC TCT CTC TCT CC 57,2 6 6 100
UBC 825 ACA CAC ACACACACACT 54,8 15 15 100
UBC 828 TGT GTG TGT GTG TGT GA 54,8 8 8 100
UBC 834 AGA GAG AGA GAG AGY T 52,8°C 7 7 100
UBC 848 CAC ACA CAC ACA CAC ARG 53°C 18 18 100
UBC 855 ACA CAC ACA CAC ACACYT 53°C 13 13 100

Diversos trabalhos com populagdes naturais apontam para o uso da porcentagem de
locos polimérficos como uma medida importante da diversidade genética. Entretanto, apesar
de muito usado, percebe-se grande variagdo nesses valores, como por exemplo, Black-
Samuelsson et al. (1997) relataram niveis de polimorfismo muito baixos (cerca de 7%) em
Vicia pisiformis, enquanto que Branddo et al. (2011) encontraram entre 83 e 89% loci
polimorficos em Myrcia splendem, utilizando marcadores ISSR. H& variacdo expressiva
nesses percentuais, provavelmente devido as caracteristicas ecoldgicas de cada espécie, 0S
diferentes individuos e populagcdes amostradas, como também o tipo de marcador utilizado.

A partir de 120 fragmentos ocorreu a estabilizacdo do coeficiente de variagdo, com
valores inferiores a 10%, indicando que os resultados obtidos poderiam ser utilizados para
analise da diversidade genética dessas populacbes (Figura 2). Marcadores baseados em ISSR
tém sido utilizados com sucesso nas estimativas de variabilidade genética em espécies
silvestres e cultivadas, entre e dentro de populacdes (Uysal et al., 2010).

0,09

Coeficiente de variagio (%)
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Numero de fragmentos

Figura 2. Coeficiente de variagdo para o numero de fragmentos polimorficos utilizando
marcadores ISSR entre 10 populagdes naturais de Hancornia speciosa Gomes do estado de
Sergipe, Brasil.



47

O resultado de 100% de polimorfismo foi superior aos relatados na literatura para uso
de marcadores moleculares ISSR em Spondias sp. em que a porcentagem de polimorfismo
alcangou 80% (Santana et al., 2011). Amorim et al. (2013), obtiveram 51 fragmentos, sendo
86% polimorficos, ao realizar a caracterizacdo molecular de mangabeiras nativas utilizando
14 iniciadores ISSR. Diversos trabalhos encontrados na literatura utilizando marcadores
dominantes como ISSR, consideram a porcentagem de locos polimérficos como medida de
diversidade genética (Lorenzoni et al., 2014).

O valor médio da diversidade genética foi 0,83 e do | foi 1,26. Os valores estimados
para | em cada populacdo variaram de 0,05 (populagéo Pacatuba) a 0,16 (populagdes de Barra
dos Coqueiros e Neopolis) (Tabela 3). Quanto mais préximo de zero for o valor de I, menor a
diversidade (Souza-Sobreira et al., 2015). Em condi¢Ges naturais, espera-se que estes valores
sejam diferentes de zero. Os g@enotipos podem incorporar novos alelos por meio de
cruzamentos, ou haver perdas em populagbes pequenas, ou ainda fragmentadas por deriva
genética (Barreira et al., 2006). Esses resultados estdo de acordo com os relatados por Costa et
al. (2011), que obtiveram valores baixos de | e He em germoplasma de Hancornia speciosa
Gomes.

Tabela 3. Numero de individuos (N), indice de Shannon (1) e heterozigosidade esperada (He) em
populagdes naturais de Hancornia speciosa Gomes, obtidos por marcadores ISSR.

Populagdes Numero de individuos I He
Itaporanga 19 0,13 (0,02) 0,09 (0,01)
Pacatuba 20 0,09 (0,02) 0,06 (0,01)
Indiaroba 20 0,12 (0,02) 0,08 (0,01)
Estancia 20 0,16 (0,02) 0,11 (0,01)
Barra dos Coqueiros 20 0,16 (0,02) 0,1(0,01)
Pirambu 19 0,14 (0,02) 0,09 (0,01)
Japaratuba 5 0,10 (0,02) 0,07 (0,01)
Brejo Grande 15 0,15 (0,02) 0,10 (0,01)
Neopolis 15 0,16 (0,02) 0,10 (0,01)
Santa Luzia 2 0,05 (0,01) 0,03 (0,01)

Total 155 1,26 0,83

Os indices de diversidade genética utilizados neste estudo (I e He) revelaram niveis
baixos de diversidade genética nas populacfes avaliadas. Ao observar os desvios-padrdo das
estimativas de He, verificou-se que os niveis de diversidade eram semelhantes em todas as
populacbes. A existéncia de alta diversidade genética entre populacdes pode ser confirmada
quando comparamos o0s Valores de | com os de outras espécies arbdreas. Resultados
semelhantes foram encontrados por Rivas et al. (2013) e Giustina et al. (2014) em populag¢des
naturais de duas espécies alogénicas da floresta amazdnica (Theobroma subincanum Mart e
Theobroma speciosum Willd, Ex Spreng), que relataram que houve grande variabilidade
genética na interpopulacdo. No entanto, Amorim et al. (2015), usando marcadores de
microssatélites em mangabeira, observaram maior variagdo dentro das populagdes (83,18%)
do que entre elas (10,82%).

Com base em marcadores ISSR, a matriz de dissimilaridade obtida com 155
individuos resultou em 18.769 valores para o indice de dissimilaridade, dos quais 21 valores
se destacaram como maiores e menores dissimilaridades (Tabela 4). Os pares formados entre
os individuos 15x14 (Inxin) e 2x10 (Sxe) estabeleceram a maior (0,996) e menor (0,555)
similaridade, respectivamente, e a maioria dos pares com maiores semelhancas pertencem as
mesmas populacdes, e os de menor similaridade pertencem a populacées diferentes. O sistema
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de reproducgdo pode influenciar o grau de variabilidade genética, tanto homogeneizando como
aumentando a divergéncia entre individuos e populacfes (Zanella et al, 2012).

Tabela 4. Pares de genotipos com valores extremos de maiores e menores similaridade (s) baseados
no indice de Jaccard, para 15 marcadores ISSR em 155 individuos de Hancornia speciosa Gomes.

Numero do
cruzamento  Maiores similaridades Menores similaridade
Individuos Populac¢des S Individuos PopulacGes S
1 7x6 IxI 0,958 5x1 BGxI 0,075
2 11x12 IxI 0,885 13x1 BGxI 0,082
3 12x9 IxI 0,935 10x7 BGxlI 0,067
4 3x2 PxP 0,881 2x3 IxI 0,093
5 3x4 PxP 0,968 2X6 IxI 0,086
6 4x2 PxP 0,955 1X6 NEXI 0,081
7 2x5 INXIN 0,911 14x7 NEXI 0,093
8 3x1 INXIN 0,934 2x13 SxI 0,095
9 15x14 INXIN 0,996 2x17 Sxl| 0,098
10 1x2 ExE 0,943 2%2 SxIN 0,091
11 1x10 ExIN 0,94 2x5 SxXIN 0,086
12 4x14 ExIN 0,875 2x10 SXE 0,055
13 3x7 BCxBC 0,839 2x12 SxE 0,077
14 5x8 BCxBC 0,845 7x3 BGxBC 0,088
15 4x5 IxJ 0,832 13x2 BGxBC 0,09
16 3x4 IxJ 0,821 1x2 IxJ 0,08
17 3x4 BGxJ 0,867 6x1 IxJ 0,092
18 3x2 NEXNE 0,87 4x13 IXNE 0,099
19 6x11 NEXNE 0,928 6x1 IXNE 0,085
20 15x14 NEXxS 0,853 6x1 IXBG 0,083
21 14x15 BGxBG 0,846 6x5 IXBG 0,074

Para a espécie em estudo, o sistema de reprodugdo provavelmente ocasionou alta
porcentagem de polimorfismo e, consequentemente, a diversidade genética entre as
populacbes. Resultados contrarios foram verificados por Souza-Sobreira et al. (2015), em
estudo com diversidade genética de populacdes naturais de Pitcairnia flammea (L.) John
(Bromeliacea), em que a menor distancia foi encontrada entre individuos pertencentes a
mesma populagdo e a maior distancia em pares originados de populacdes diferentes.

As relagBes genéticas entre os individuos e as populages foram estimadas por meio
de um dendograma, produzido através do coeficiente de similaridade de Jacard e o método
UPGMA, que resultou na divisdo de cinco grandes grupos (I, Il, llI, IV e V) e um individuo
(E10) agrupado isoladamente, que foi o mais divergente entre as populac6es (Figura 4). Esta
distancia pode indicar um significativo processo de diferenciacdo, que é o resultado da erosdo
genética que estdo sujeitos esses individuos em areas de fragmentacdo no estado de Sergipe

A alta variabilidade genética encontrada em mangabeira pode ser uma consequéncia
da adaptacdo as mudancas de habitat. As variagGes causadas por pressdes de selecdo podem
manter o polimorfismo genéticos (Sheng et al., 2004). Outro fator que pode causar alta
variabilidade genética nesta espécie é o mecanismo de polinizacdo, que reduz a perda do
polen e impede a autogamia, favorecendo a polinizagdo cruzada (Darrault e Schlindwein,
2005). Luz et al. (2015) concluiram que os marcadores ISSR foram eficientes para detectar a
variabilidade genética entre acessos de Cratylia argentea (Desv.) Kuntze. Em estudo sobre
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diversidade genética de Cattleya labiata, os marcadores ISSR foram eficientes para estimar a
variabilidade genética da espécie (Pinheiro et al., 2012).

Para a andlise de coordenadas principais (ACoP) (Figura 3), os dados de similaridade
estdo em conformidade com o ACoP. Foram identificados quatro grupos entre as diferentes
populagdes, e os dois primeiros componentes principais explicaram 67,77% da variagéo. Este
resultado confirma a eficacia dos marcadores ISSR e a existéncia de diversidade genética
entre as populages estudadas. Ao analisar conjuntamente as informagfes entre o
agrupamento UPGMA e a ACoP, verificou-se que o individuo E10 foi o mais divergente, por
estd isolado em relacdo aos outros agrupamentos. O uso de mais de um método de
agrupamento, devido a diferencas no ranking, otimizacao e classificacdo dos grupos, permite
que a classificacdo seja complementada pelos critérios que cada técnica usa, e impede que
inferéncias errbneas sejam adotadas na alocacdo de materiais, dentro de um determinado
gendtipo subgrupo (Silva et al., 2012a).
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F2(30,57%)

F1(3[7,20%)

Figura 3. Anélise de coordenadas principais (ACoP) para populacGes nativas de Hancornia
speciosa Gomes do estado de Sergipe, Brasil.

Os resultados obtidos pela anélise de variancia molecular (AMOVA) (Tabela 5),
indicaram que a maior parte da diversidade genética (77%) encontra-se entre as populagdes,
enquanto que 23 % estdo distribuidas dentro das populacGes. Resultados contrarios foram
verificados por Jimenez et al. (2015) em estudo com populagdes naturais de mangabeiras.

Tabela 5. Andlise de variancia molecular (AMOVA) entre e dentro das 10 populacbes de
Hancornia speciosa Gomes no estado de Sergipe, Brasil.

Componente da

Fonte da Variagdo GL SQ QM variancia (CV) Total (%)
Entre Populagdes 9 2751,4 305,7 19,8 7%
Dentro das Populagdes 144 847,3 5,9 5,9 23%

Total 153 3598,7 25,7 100%
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Figura 4. Representacdo filogenética pelo agrupamento UPGMA, similaridade genética pelo
coeficiente de Jaccard (1908) e analise “bootstrap” (10.000x) para 10 popula¢des naturais de
Hancornia speciosa Gomes do estado de Sergipe, Brasil.
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Existe grande variacdo genética dentro das populacBes de espécies arboreas com
sistemas reprodutivos e dispersdo eficiente de pdlen e sementes (Yun et al., 1998), que
resultam em fluxo alélico de longa distancia e diminui a variacdo entre popula¢des e aumenta
dentro delas (Loveless e Hanrick, 1984). Nas popula¢bes de mangabeira avaliadas, o fluxo
génico pode ser restrito, e assim, a diversidade intrapopulacional € menor, sendo maior entre
as populagdes.

A estrutura genética de populagdes de plantas reflete as interagdes de muitos processos
diferentes, tais como a fragmentacdo do habitat, e/ou isolamento da populagéo, mudangas na
distribuicdo, mutacdo, ecologia, isolamento reprodutivo, deriva genética, mecanismo de
acasalamento, o fluxo génico e selecdo (Thendral Hepsibha et al., 2010). A diversidade
genética contribui grandemente para a sustentabilidade das populacfes de plantas (Wang et
al., 2007) e seu estudo é necessario para compreender o que ocorre na populacdo (Silva et al.,
2012b).

A mangabeira é uma espécie ameacada de extin¢cdo no Nordeste brasileiro, no estado
de Sergipe, e vem enfrentando elevada acdo antropica e esse fator compromete a
sobrevivéncia desta espécie que faz parte de um contexto social e econdmico no referido
estado. A fragmentacdo do habitat causou a principal limitacdo deste estudo, sendo dificil
coletar um grande nimero de individuos em algumas populagdes. Estudos que possibilitem
investigar a distribuicdo e a composigdo genética sdo de grande importéncia para a
conservacao e melhoramento desta especie. Uma boa estratégia para conservacao efetiva da
variabilidade genética desses recursos genéticos seria a preservacdo de varias populagdes ao
longo da distribuicdo geografica da espécie. Essa tentativa vem sendo realizada com algumas
acOes pontuais, como a manutengdo de bancos de germoplasma de mangaba e a criacdo de
reservas particulares do patriménio natural. Em Sergipe, fica localizado o BAG Mangaba da
Embrapa Tabuleiros Costeiros e ha 1.232,30 hectares distribuidos em seis RPPNs, sendo a
maior delas, a do “Caju”, localizada em Itaporanga d”Ajuda, com 763,37 ha (ICMBIO, 2016).

Os marcadores ISSR utilizados neste estudo foram eficazes na estimativa da
variabilidade genética entre populacfes de mangabeira e o alto grau de polimorfismo
detectado sugere que a diversidade genética de populagbes remanescentes no estado de
Sergipe pode fornecer informagdes importantes para a conservagdo e futuro melhoramento
desta espécie.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A variabilidade genética existente na mangabeira foi evidenciada em todos 0s
experimentos desenvolvidos.

Houve um avango no conhecimento sobre os aspectos de propagacgéo, considerado um
dos principais gargalos do sistema de producdo da mangaba. Além disso, foi realizado o
primeiro estudo com progénies de mangabeira. Esses resultados irdo orientar estratégias de
conservacéo, selecdo e melhoramento.

Com o conhecimento da diversidade genética das populagdes naturais de mangabeira
em Sergipe, foi possivel coletar novos acessos e ver in situ a diminui¢do e em alguns casos, 0
desaparecimento de algumas areas de ocorréncia natural.

E necessario dar continuidade as pesquisas, visando o aumento da vida til do fruto,
producdo de mudas de forma mais acelerada, desenvolvimento de variedades, conservagéo e
melhoramento desses recursos genéticos.
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ABSTRACT. Mangaba ( Hancornia speciosa Gomes) 1s found in areas
of coastal tablelands in the Brazilian Northeast and Cemado regions.
This species has been subjected to habitat fragmentation that is mainly
due to human activity, and requires conservation strategies. The aim of
this study was to analyze the structure and inter- and intrapopulation
genetic diversity of natral populations of H. speciosa Gomes using
inter-simple sequence repeat (ISSR) molecular markers. A total of 155
mdividuals were sampled in 10 namral populations (ITA. PAC, IND,
EST, BC, PIR, JAP. BG, NEO, and SANT) in the State of Sergipe,
Brazil. Fifteen primers were used to generate 162 fragments with 100%:
polymorphism. Genetic analysis showed that the variability berween
populations (77%) was higher than within populations (23%). It was
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possible to identify five different groups by the unweighted pair group
method with anthmetic mean and principal coordinate analysis, and
only one individual (E10) remained isolated. Using ISSKE markers it
was possible to obtain a molecular profile of the populations evaluated.
showing that these markers were effective and exhibited sufficient
polymorphism to estimate the genetic variability of natural populations
of H. speciosa Gomes.

Key words: Genetic variability: Hancornia speciosa Gomes:
ISSK marker: Species preservation

INTRODUCTION

Mangaba (Hancornia speciosa Gomes, Apocynaceae) is a fruit tree species that is
native to Brazil. and has social. economic. and cultural importance in the areas where it occurs,
Sergipe State is the largest producer of this fruat, which 1s found in natural populations and is
exploited almost entirely in an extractive way.

The fruit of this plant is popular due to its organoleptic characteristics and high
nutritional value. being rich in the vitamins A, B1. B2, and C. as well as phosphorus. calcium,
and proteins (Barros et al., 2006). Its pulp 1s the main product, and it 1s consumed in natura
or as raw material for the manufacture of products such as jam. ice cream. juice. jelly. sauce,
wine, and vinegar (Costa et al., 2011). Consequently. the species has aroused the interest of the
mdustry and trade sectors (Ganga et al., 2010).

In the Brazilian Northeast. the extraction of genetic resources undergoes accelerated
genetic erosion due to large real estate pressure on the coastal lowlands (Santos et al.. 2010).
Therefore, studies on the genetic diversity and structure of the remaining populations of
mangaba are extremely important. in order to find altematives for the species’ preservation
(Amorim et al., 2015). In addition, the domestication and incorporation of this species info
production systems is directly related to knowledge of the range and distribution of genetic
variability in natural populations (Costa et al.. 2011).

One way of evaluating genetic diversity is by using molecular markers, which are
defined as DNA-identifiable sequences specific to the genome, and provide information on
genetic variability by eliminating environmental effects. Few studies have used molecular
markers to describe this vanability in natural populations of mangaba (Silva et al.. 2012b).
Among the different molecular markers. inter-simple sequence repeats (ISSRs) are widely used
to assess genetic diversity in plants (Liu et al.. 2011). They are dominant markers. are based on
the amplification of DNA regions by polymerase chain reaction (PCR). and combine many of
the advantages of amplified fragment length polymorphism markers and microsatellites. They
are highly polymorphic. reproducible. and do not require prior knowledge of the genome.
Moreover, they are relatively cheap (Souza et al., 2004). ISSR. markers are important tools for
the analysis of genetic diversity. as well as for the characterization of accessions and cultivars
of several species.

Morales et al. (2011) evaluated the genetic divergence of 11 strawberry cultivars, and
found that this type of molecular marker is effective in the formation of groups in the study
of genetic diversity. Dias et al. (2015) used nine ISSR. markers in early and erect cowpea
genotypes, and concluded that these markers were effective in estimating genetic variability.

Genetics and Molecular Research 15 (3): gme 13038624
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ISSRs used in a study on the genetic diversity of Elaeis guineensis were effective in detecting
genetic vanability in this species (Chagas et al., 2015).

Using microsatellite markers in mangaba. Amorim et al. (2015) estimated the
divergence and genetic structure of natural populations in the Brazilian Northeast. and found
low genetic diversity in populations in Sergipe State. Therefore. the objective of this study
was to estimate genetic variability in 10 natural populations of mangaba in the State of Sergipe

using ISSR markers.

MATERIAL AND METHODS

Sampling, collection, and DNA extraction

Young leaves were collected from 155 individuals in 10 natural populations of
mangaba in the State of Sergipe (Figure 1 and Table 1).

AL
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h

Figure 1. Locaton of natural populations of Hancornia speciosa Gomes in the State of Sergipe, Brazil, where
samples were collected for the analysis of structure and genetic diversaty.

Table 1. Identficanon, geographical location, and number of Hancornia speciosa Gomes samples collected

i Sergipe, Brazil.

Population Geogaphical coordimates No. of indmduals Code
Toporng T30S mdTITIEW 19 I

Pacatuba 1029355 and 363230 W 0 Pac
Teduoba 112625 Sand 372430 W 0 Ind

Estinca 118205 and 371742 W 0 Ext

Barra dos Coquenos 105421 S and 37118 W B3 Bc

Purambu 1090155 and 364727 W 19 Pur
Japaranaba 10°36°52°5 and 36%3210°W ] Jap
“Buejo Grande 1027455 and 363810 W 15 Bg

Neopokis 1722195 amd 36°3522 W 13 Neo
Santa Luzia 925 S amd 3T 1T W 2 Sant
Toul 153
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Leaves of each individual were collected separately. and were ice-packed in order to
prevent oxidation. Subsequently. they were transported to the Molecular Biology Laboratory
of Embrapa Coastal Tablelands. Aracaju. SE. Brazil. Samples remained in the freezer at -80°C
until genomic DNA extraction. DNA extraction was conducted using the method described by
Doyle and Doyle (1990) and modified by Alzate-Marin et al. (2009). DNA quantification was
performed using a NanoDrop™ 2000c¢ spectrophotometer (Thermo Scientific. USA). Samples
were stored at -20°C for subsequent use in PCRs.

PCR amplification

Fifteen ISSR primers obtained from the University of British Columbia. Vancouver.
Canada. were used to estimate the genetic diversity of the 155 mangaba individuals (Table 2).

For the PCR. the total volume of the reaction was 20 uL. which contained 2 pL
genomic DNA solution. 2 pL of each primer with a compound mix of 2 uL 10X PCR
buffer, 0.4 uL dNTP (10 mM). 0.6 uL MgCl, (50 mM), 0.2 uL Tag DNA polymerase (5
U/uL: Invitrogen), and 12.8 pL ultrapure water. For reaction amplification. the thermal
cycler (ProFlex™, Applied Biosystems, USA) was programmed so that the samples were
denatured at 95°C for 5 nun followed by 45 amplification cvcles. At each cycle. the samples
underwent denaturation at 94°C for 1 min. annealing at different temperatures for 45 s. and
a final extension at 72°C for 2 min.

The result of the amplification was subjected to horizontal electrophoresis on 2%
agarose gels. The gels were then placed in contact in a solution containing ethidium bromide
(0.5 pL/mL water) for 1 h. and visualized under ultraviolet light. For the measurement of
fragment patterns. we used a 1-kb molecular weight marker (Promega. Madison, SD. USA).
Visualization of the results was conducted using a Gel Doc L-Pix photodocumentation device
(Loccus Biotecnologia. Cotia. SP. Brazil).

Data analysis

The ISSR. fragments were converted into a binary matrix based on the presence (1) or
absence (0) of fragments. Data were imported into the TreeView software (Page. 1996). and
the distribution of genetic variability in each population was estimated based on the Shannon
index (/). the expected heterozygosity (). and analysis of molecular variance (AMOVA).
The same software was used to estumate genetic distances according to the Jaccard coefficient.
and the respective dendrograms were constructed based on the unweighted pair group method
with arithmetic mean (UPGMA).

The consistency of the clustering was analyzed by bootstrap resampling (10.000
iterations). Principal coordinates analysis (PCoA) was conducted using the GenALEx 6.3
software (Peakall and Smouse, 2006). which was also used to estimate [ (Brown and Weir,
1983) and H; (Lynch and Milligan, 1994).

RESULTS AND DISCUSSION

Of the 15 primers tested, 162 fragments were amplified with 100% polymorphism.
showing high genetic vanability between the populations. This may have been due to the
allogamy of this species that results in self-incompatibility. and thus makes plants derived

Genetics and Molecular Research 15 (3): gmr. 15038624
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from seeds highly divergent from each other in relation to the parent plant (Darrault and
Schlindwem, 2006). The number of fragments ranged from five (UBC 810) to 22 (UBC 817)

(Table 2).

Table 2. Inter-simple sequence repeat (ISSR) primers used in namural populations of Hancornia speciosa
Gomes from the State of Sergipe. Brazil. with their respective sequences, annealing temperatures. total

LI"S'R pamer | Sequence (3-3) B Amnealing teapemhze ) | Total Eapments Folvmomhuc Gagments FF )
UBC 807 AGA GAG AGA GAG AGA GT 04 7 7 100
UBC 809 AGA GAG AGA GAG AGA GG 572 12 12 100

“UBCEI GAG AGA GAG AGA GAG AT 34 3 3 ]
UBC 811 GAG AGA GAG AGA GAG AT 530 7 1 100
UBC 812 GAG AGA GAG AGA GAGAA pi k] 13 13 100
UBC 815 CICTICTCICIC TCT CTG 528 9 9 100
UBC 816 CACACACAC ACACACAT 48 & & 100

“UECET CACACACACACACAC AL ¥4 3] 2 100
UBC 818 CACACACAC ACACAC AG 572 14 14 100
UBC &2 TCT CTC TCT CTC TCT CC 512 ] § 100
UBC 825 ACACACACACAC ACACT EEE 15 15 100
UBC 828 TGT GTG TGT GTG TGT GA 48 g § 100

“TUBECES AGA GAG AGA GAG AGY T 328 7 7 100
UBC 848 CAC ACA CAC ACA CAC ARG 550 18 18 100
UBC 855 ACA CAC ACACAC ACACYT 53.0 13 13 100

Several studies on natural populations use the percentage of polymorphic loci as an
umportant measure of genetic diversity. However, although it is widely used. wide vanations
in this value are found. e.g.. Black-Samuelsson et al. (1997) reported very low polymorphism
levels (around 7%) in Vicia pisiformis, whereas Branddo et al. (2011) found between 83
and 89% polymorphic loci in Myrcia splendensm using ISSR markers. There is significant
variation in these percentages. probably due to the ecological characteristics of each species.
the different individuals and populations sampled, and the type of marker used.

Coefficient of variation stabilization occurred in 120 fragments. with values lower than
10%. indicating that the results could be used to analyze the genetic diversity of these populations
(Figure 2). Markers based on ISSR have been successfully used in estimating genetic vanability
in wild and cultivated species, both between and within populations (Uysal et al.. 2010).

= 007 -
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Figure 2. Coefficient of vanation for the number of polymorphic fragments using ISSR markers among 10 narural

populations of Hancornia speciosa Gomes of the State of Sergipe, Brazil.
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The 100% polymorphism value that we obtained was lugher than that reported in the
literature for the use of ISSR molecular markers in Spondias sp. in which the polymorphism
percentage was reported to be 80% (Santana et al., 2011). Amonim et al. (2013) obtamed 51
fragments, 86% being polymorphic. when conducting the molecular charactenzation of native
mangaba using 14 ISSR. primers. Several studies that have used dominant markers. such as ISSRs,
consider the percentage of polymorphic loci as a genetic diversity measure (Lorenzoni etal.. 2014).

The mean genetic diversity value was 0.83 and the mean / value was 1.26. Estimated
values for 7 within each population ranged from 0.05 (Pacatuba population) to 0.16 (Barra dos
Coqueiros and Neopolis populations) (Table 3). The closer to zero is the value of I, the lower
15 the diversity (Souza-Sobreira et al., 2015). Under natural conditions, it is expected that these
values are different from zero. Genotypes may incorporate new alleles by crossing. losses in
small populations. or in populations fragmented by genetic drift (Barreira et al.. 2006). These
results agree with those reported by Costa et al. (2011). who obtained low values of J and H;
m H. speciosa Gomes germplasm.

Table 3. Number of individuals, Shannon index (J), and expected heterozygosity (A}) in natural populations of
Hancornia speciosa Gomes obtamned by mter-sumple sequence repeat markers.

“Fopulanon Fe. of mdvichals T Hr
Toaporanza 1 [NE] 0.0
"Pacatuba 20 0.09 0.06
Indiaroba ] 0.12 0.8
Emincia 0 0.16 0.11
Bamma dos Coquetros 20 0.16 0.1
Purambu 19 0.14 0.09
Japaratuba 5 0.10 0.07
Brejo Grande 13 0.15 0.10
Meopohs 135 0.16 0.10
Samts Luzia 3 008 06
Total 155 1.26 0.83

The genetic diversity indices used in this study (7 and H}) revealed low levels of
genetic diversity within the populations evaluated. By observing the standard deviations of
the H_ estumates, it was noted that the diversity levels were similar in all of the populations.
The existence of high genetic diversity among populations can be confirmed when comparing
values of / with those of other tree species. Similar results were found by Rivas etal. (2013) and
Giustina et al. (2014) in natural populations of two allogamous species of the Amazon forest
(Theobroma subincanum Mart. and Theobroma speciosum Willd. Ex Spreng.). who reported
that there was great interpopulation genetic variability. However. Amorim et al. (2015). using
microsatellite markers in mangaba. observed greater variation within populations (83.18%)
than between them (10.82%).

Based on the ISSR markers. the similarity matrix obtained from the 155 individuals
resulted in 18.769 values for the dissimilarity index. 21 of which stood out as having the
highest and lowest dissimilarities (Table 4). The pairs formed between the individuals 15
x 14 (IN x IN) and 2 x 10 (S x E) had the highest (0.996) and lowest (0.555) sumilarities,
respectively. and most pairs with the highest similarities belonged to the same populations
and those with the lowest belonged to different populations. The reproductive system can
mnfluence the degree of genetic variability by both homogenizing and increasing divergence
berween individuals and populations (Zanella et al.. 2012).
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Table 4. Pairs of genotypes that had extreme values of high and low similarity (s) based on the Jaccard coefficient
7 from 15 inter-simple sequence repeat markers i 155 individuals of Hancornia speciosa Gomes.

Ordes Fighest smalanty Towest suulanity
Indivaduals Populations 5 Indpaduals Pepulatons 3

1 7x6 Izl 0.938 Szl Bzl 0073
] 11x12 Ixl 08385 13x1 BGxl 0.082
3 12x9 Txl 0933 10%7 BGxl 0.067
4 ix2 PxP 0.8%1 ix3 Ixl 0.093
1 Txd FxP 0068 TS Tx1 [
[ ix? PxP 0933 1x6 NEx1 0.081
7 2x5 INxIN 0911 14x7 MNExI 0.093
] ixl INxIN 0934 2xl3 S5xl 0.095
9 1ixl4 INxIN 0,994 2x17 S:_I 0.008
10 1x2 ExE 0543 izl SzIN 0.091
11 1x10 ExIN 054 x5 SxIN 0.086
B axid ExN (KT 2x10 SxE [T5]
13 Ix7 BCxBLC (L] FEH SxE 0077
14 5x8 BC xBC 0.845 Tx3 BGxBC 0.088
15 dx5 ITx] 0.832 13x2 BGxBC 0.09
16 ixd Ixl] ["EM] 1x2 Ix) D08
17 ixd BGxJ 0.867 6xl IxJ 0.092
[E3 xd NE x NE 087 ix13 TxNE 0099
19 éx11 h'E_x!‘TE 0918 bxl lx!jE 0085
0 15x14 NExS 0833 6xl IxBG 0083
bj| 3 Boxo0 058 Ex3 Tz 8G 0074

For the species under study. the reproductive system probably caused the high
polymorphism percentage. and consequently the lugh genetic diversity observed among the
populations. Contrary results were obtained by Souza-Sobreira et al. (2015) in a study on the
genetic diversity of natural populations of Pitcairmia flammmea (L.) John (Bromeliaceae), who
reported that the shortest distance was among individuals from the same population and the
greatest distance was among populations.

Genetic relationships between individuals and populations were estimated based on a
dendrogram produced by the Jaccard coefficient and the UPGMA. which resulted in five large
clusters (1. IL. II1. IV, and V') and one individual (E10) that was clustered separately. which was
the most divergent among the populations (Figure 3). This distance may indicate a significant
differentiation process. which is the result of the genetic erosion that these individuals are
subjected to in fragmented habitats in Sergipe State.

The high genetic variability found in mangaba may be a consequence of adaptation
to habitat change: variation caused by selection pressure can maintain genetic polymorphisms
(Sheng et al.. 2004). Another factor that may cause high genetic variability in this species is the
pollination mechanism it possesses. which reduces the loss of pollen. prevents autogamy. and
favors cross-pollination (Darrault and Schlindwein, 2005). Luz et al. (2015) concluded that
ISSR. markers are effective in detecting genetic variability among Craniia argenrea (Desv.)
Kuntze accessions. In a study on the genetic diversity of Catrleva labiara, ISSR markers
effectively estimated the genetic variability of this species (Pinheiro et al.. 2012).

The similarity data were in accordance with the PCoA results (Figure 4). Four groups
were identified among the different populations, and the first rwo principal components
explained 67.77% of the varation. This result confirms the effectiveness of ISSR markers
and the existence of genetic diversity among the populations studied. A joint analysis of the
UPGMA clustering and PCoA results revealed that individual E10 was the most divergent
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because 1t was 1solated from the other groups. Because of differences in ranking. optimization.
and cluster classification. the use of more than one clustering method allows the classification
to be complemented by the criteria that each technique uses, and prevents the adoption of
erroneous inferences in the allocation of materials within a certain genotype subcluster (Silva
et al.. 2012a).

meay
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Figure 3. Phylogenenc representation by the UPGMA clustening method, genetic sumilanty by the Jacard coefficient
{1908), and bootstrap analysis (10,000X) for 10 natural populations of Hancormnia speciosa Gomes of the State of

Sergipe, Brazil.
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Figure 4. Pnncipal coordinates analysis (PCodA) for natural populanons of Harncornia speciosa Gomes of the State
of Sergpe. Branl,

Table 5 shows the results obtained by AMOVA. which indicate that most of the genetic
diversity (77%) was found between populations while 23% was within populations. Contrary
results were found by Jimenez et al. (2015) in a study on natural mangaba populations.

Table 5. Analysis of molecular vanance between and withan 10 populatons of Hancornia speciosa Gomes i
the State of Sergipe, Brazil

Searce of vanation df 55 MS Vanance compasents {CV) Total ()
AmORg populatons ] R E] 081 198 7
Withn pepulations 144 7.3 39 i i
Toml 153 3398.1 23.1 100

d.f - degrees of freedom; S5 - sum of squares; MS - mean square; CV - coefficient of vanation.

Large genetic variation exists within populations of tree species with mixed
reproductive systems and efficient pollen and seed dispersion (Yun et al.. 1998). which
result in long-distance gene flow. reduced variation between populations, and increased
variation within them (Loveless and Hamrick. 1984). The pattern we observed was not in
accordance with those of other tree species. and with what is expected in allogamous species.
In the mangaba population evaluated, gene flow could be restricted and consequently the
intrapopulation diversity was low, whereas it was high among populations.

The genetic structures of plant populations are dependent upon the interactions of
many different processes. such as habitat fragmentation and/or population isolation. range
changes. mutation, ecology. reproductive isolation, genetic dnft, reproductive mechanism,
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gene flow, and selection (Thendral Hepsibha et al.. 2010). Genetic diversity greatly contributes
to the sustainability of plant populations (Wang et al.. 2007). and its study is necessary to
understand what occurs in populations (Silva et al.. 2012b).

Mangaba 1s an endangered species in northeastem Brazil., and Sergipe State is
subject to high human activity. This compromises the survival of this species, which is
part of the social and economic heritage of this state. Habitat fragmentation caused the
main limitation of this study. as it was difficult to collect a large number of individuals in
some populations. Studies that investigate species distributions and genetic compositions
are very important for the conservation and improvement of this species. A good strategy
for the effective conservation of the genetic variability of these genetic resources would
be the conservation of populations in the geographical range of the species. This has been
conducted by the maintenance of a mangaba gene bank and the creation of private natural
heritage reserves. The mangaba gene bank of the Embrapa Coastal Tablelands is in Sergipe.
and 1232.30 ha of private reserves exist, the largest being “Caju” reserve in Itaporanga
d’ Ajuda, with 763.37 ha (ICMBIO, 2016).

The ISSR markers used in this study were effective in estimating genetic vanability
between mangaba populations. and the high degree of polvmorphism detected suggests that
the genetic diversity of remnant populations in the State of Sergipe can provide important
information for the conservation and future improvement of this species.
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