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RESUMO

NUNES, Valdinete Vieira. Caracterizagdo e conservacdo de sementes de mangaba
(Hancornia speciosa Gomes). Sdo Cristovao: UFS, 2018. 81 p. (Dissertagdo - Mestrado em
Agricultura e Biodiversidade).*

A caracterizagdo e a conservacao de recursos genéticos sdo agGes importantes para a espécie
Hancornia speciosa Gomes, conhecida como mangabeira, principalmente considerando a
erosdo genética que vem ocorrendo devido a acdo antropica. Assim, objetivou-se estudar a
diversidade morfogenética, a possibilidade de uso de sementes obtidas por diferentes métodos
de beneficiamento para obtencdo de mudas e o armazenamento de sementes, visando
contribuir para a conservacdo da espécie. Para tanto, foram empregadas analises de
marcadores moleculares ISSR, visando a caracterizacdo da diversidade de uma populacéo de
mangabeiras, bem como associar a biometria de frutos (diametros longitudinal e transversal,
massa da polpa, massa de sementes e 0 niUmero de sementes). Adicionalmente se avaliou a
integridade fisica e fisioldgica de sementes obtidas do beneficiamento manual e mecénico,
empregando as andlises teor de &gua, biometria, peso de mil sementes, teste de raios X,
germinacdo, primeira contagem, condutividade elétrica, comprimento e massa seca de
plantulas. Para o armazenamento, avaliou-se periodicamente a viabilidade e o vigor de
sementes armazenadas em 4 diferentes solu¢cdes osmocondicionantes (A, B, C e D) sob
condicdes controladas, por meio da germinacdo, condutividade elétrica, teor de agua e
qualidade e integridade do RNA. Para a diversidade genética, observou-se que 60,44% dos
locos obtidos eram polimérficos, o que permitiu a identificacdo de 55,29% de similaridade
para as matrizes, o nivel de heterozigosidade foi 0,40 e o indice de Shannon 0,58. Foram
observados altos niveis de variacdo para biometria e massa da polpa e sementes. Sementes
obtidas pelo beneficiamento manual e mecanico ndo diferiram para o teor de Aagua,
germinacdo, primeira contagem e comprimento de plantulas. Porém, diferiram para a
condutividade elétrica e massa seca de plantulas. Nas imagens radiograficas observou-se
maior densidade para as sementes beneficiadas manualmente. Para sementes armazenadas,
houve relacdo positiva entre o periodo de armazenamento e condutividade elétrica. Nos
crescentes periodos de armazenamento ocorre reducdo da viabilidade e vigor das sementes,
independente da solucdo utilizada, entretanto, sementes armazenadas na solucdo B
mantiveram a qualidade e integridade do RNA. Por meio das avaliacbes morfogenéticas
conclui-se que na populacdo analisada hd potencial para prospec¢do de diversidade e
utilizacdo de individuos em trabalhos futuros de selecdo. Os métodos de beneficiamento nao
interferem na integridade fisica e fisioldgica das sementes. Sementes de H. speciosa podem
ser conservadas em solug6es osmocondicionates por até 50 dias e a solucdo B foi eficiente na
manutencdo da qualidade e integridade do RNA.

Palavras-chave: Integridade de RNA, osmoconservacao, raios X, recalcitrancia.

* Comité Orientador: Renata Silva-Mann — UFS (Orientadora).
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ABSTRACT
NUNES, Valdinete Vieira. Characterization and conservation of mangaba (Hancornia

speciosa Gomes) seeds. Sdo Cristovdo: UFS, 2018. 81 p. (Thesis - Master of Science in
Agriculture and Biodiversity).*

The characterization and the conservation of genetic resources are important actions for the
Hancornia speciosa Gomes species, which is often referred to as mangabeira. This is
especially true when mainly considering the genetic erosion that has reached the species due
to anthropical actions. The objective of this study was to examine its morphogenetic diversity.
The research was conducted by gathering its seeds that were collected from different
processing methods, so as to obtain its seedlings. This resulted in the storage of its seeds,
whilst at the same time, aiming at contributing to the conservation of the species. For this
purpose, ISSR molecular marker analyzes were used in order to characterize the diversity of
the mangabeira’s population, as well as to associate the fruit’s biometrics (longitudinal and
transverse diameters, pulp mass, seed mass and the number of seeds). In addition, the physical
and physiological integrity of the seeds that were obtained from the manual and mechanical
processing were evaluated by using water content analyzes, biometrics, the weight of a
thousand seeds, X-ray tests, their germination, their first counting, their electrical
conductivity, together with the seedling’s length and the dry mass of the seedlings. For
storage, the viability and the vigor of the seeds that were stored in 4 different
osmoconditioning solutions (A, B, C and D) were evaluated periodically under controlled
conditions, through their germination, their electrical conductivity, their water content, their
RNA quality and their integrity. For their genetic diversity, it was observed that 60.44% of the
loci obtained were polymorphic, which allowed for the identification of a 55.29% similarity
of the matrices. Their level of heterozygosity was 0.40 and their Shannon index was 0.58.
High levels of variation were observed for their biometry, their pulp and their seed mass. The
seeds that were obtained by manual and mechanical processing did not differ for their water
content, their germination, their first counting, or for the length of their seedlings. However,
they differed for their electrical conductivity and the dry mass of their seedlings. In the
radiographic images, a higher density was observed for the manually depulped seeds. For the
stored seeds, there was a positive relationship between the storage period and their electrical
conductivity. For the increasing storage periods, the seed’s viability and vigor decreased,
regardless of the solution used. However, the seeds that were stored in solution B maintained
their quality and their integrity of the RNA. Through the morphogenetic evaluations, it was
concluded that in the analyzed population, there was a potential for the prospect of diversity
and for the use of individuals in future selection works. The beneficiation methods did not
interfere in the physical and physiological integrity of the seeds. The seeds of H. speciosa
Gomes were able to be preserved in osmoconditioning solutions for up to 50 days and
solution B was efficient in maintaining their quality and their integrity of the RNA.

Keywords: RNA integrity, osmo-conservation, X-rays, recalcitrance.

* Advisory Committee: Renata Silva-Mann — UFS (Advisor).



1. INTRODUCAO GERAL

As florestas sdo fundamentais para a existéncia dos seres humanos, pois séo
responsaveis pela purificacdo do ar, funcionam como um reservatorio de dgua pura, nutrem
continuamente o solo, além de fornecerem indmeras matérias primas (UMARANI;
AADHAVAN; FAISAL, 2015). Entretanto, vem ocorrendo significativa reducéo dessas areas,
devido a agdo antrdpica, e, consequentemente, estdo sendo perdidos valiosos recursos
genéticos antes mesmo que estes sejam identificados, caracterizados e que ocorra o
aproveitamento adequado das suas potencialidades.

Quando se trata de espécies florestais nativas, normalmente estao localizadas em areas
fragmentadas, apresentam reducdo do tamanho efetivo da populacdo e sérios problemas de
endogamia, 0s quais causam efeitos deletérios na sobrevivéncia e vigor das espécies, sendo
eminente a necessidade de conservé-las (REIS et al., 2009; MMA, 2003).

Esta situacdo pode ser observada para Hancornia speciosa Gomes (mangabeira),
devido a reducdo de areas de ocorréncia natural da espécie seja pela fragmentacdo florestal,
expansdo imobiliaria, turismo e/ou aumento das &reas cultivadas.

A conservacdo de populacdes de espécies nativas depende de uma politica adequada
de protecdo ambiental, resgate e conservacdo dos recursos genéticos, além do
desenvolvimento de métodos adequados para a propagacdo das diferentes espécies de
interesse, visando sua conservacdo in situ, ex situ e reflorestamento de areas degradadas
(RIBEIRO; SILVA, 1996). Diante disto, 0 armazenamento de sementes torna-se
indispensavel para assegurar o fornecimento continuo de mudas, que é um pré-requisito para
0 sucesso de qualquer programa de reflorestamento, especialmente quando as espécies estdo
ameacadas pela fragmentacdo de suas areas de ocorréncia ou por catastrofes como fogo
florestal, seca e inundacdes (UMARANI; AADHAVAN; FAISAL, 2015).

Para espécies com sementes ortodoxas, a conservacdo pode ser realizada em camaras
frias. No entanto, para espécies que apresentam sementes recalcitrantes, como a mangabeira,
0 desafio se amplia, pois ndo toleram a dessecacdo e conservacdo em condicdes de baixas
temperaturas; além disso, ndo podem ser criopreservadas sem que ocorra a formacdo de
cristais de gelo nas celulas (FARRANT; WALTERS, 1998; PRITCHARD et al., 2004).
Portanto, sdo necessarios ajustes metodoldgicos visando a manutencdo da viabilidade das
sementes durante o armazenamento. Para obtencdo de sucesso é necessario considerar trés
fatores principais que influenciam nos danos que ocorrem durante armazenamento: o teor de
agua, a taxa de secagem e a temperatura das sementes, além da presenca de microrganismos,
que é favorecido pelas condicbes de alta umidade (UMARANI; AADHAVAN; FAISAL,
2015).

Em estudos recentes visando a manutencdo da viabilidade de sementes recalcitrantes
durante o armazenamento, verificou-se que sementes de araucaria (Araucaria angustifolia
(Bertol.) Kuntze) mantiveram 64% de germinacdo quando armazenadas por 180 dias sob
temperatura préxima de 5 °C (GARCIA et al., 2014) e 50% de emergéncia aos 12 meses
quando tratadas com hipoclorito de sddio nas concentracGes de 0,5 e 1% (HENNIPMAN et
al., 2017). Sementes de seringueira (Hevea brasilliensis) foram armazenadas em PEG 6000 a
30% com germinacdo de 99,67% ap0s 16 dias de armazenamento (CHARLOQ et al., 2016). E
para sementes de pitangueira (Talisia esculenta (A. St. Hil.) Radlk) o armazenamento em
camara ou em temperatura ambiente, embaladas em saco de polietileno mantém a viabilidade
por até 25 dias (SENA et al., 2016).

Percebe-se que o potencial das sementes recalcitrantes para 0 armazenamento
apresenta uma grande variacdo entre as espécies, adicionalmente, estudos visando o
desenvolvimento de metodologias que permitam a conservagdo destas sementes s&o
incipientes.

Diante das diversas limitacGes, sejam devido a estudos incipientes, caracteristicas
especificas das espécies ou falta de recursos e do estabelecimento de metodologias, a
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conservagdo dos recursos genéticos € um grande desafio. Portanto, como alternativa para
estudar a variabilidade das populagfes naturais e fornecer informagfes que subsidiem
medidas mitigadoras, visando a conservacao da espécie, é imprescindivel a caracterizacdo
morfogenética, a obtencdo de fontes de propagulos viaveis, a manutencdo da viabilidade e a
conservacdo de sementes.

Assim, objetivou-se avaliar a diversidade morfogenética de matrizes de mangabeira
em populacdes naturais, a possibilidade de uso de sementes da industria de polpas de frutas
para obtencdo de mudas e o armazenamento de sementes, visando contribuir para a
conservagao da espécie.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracterizacdo da espécie

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) é uma arvore frutifera que pertence a
classe Dycotyledoneae, ordem Gentianales, familia Apocynaceae e ao género monotipico
Hancornia. Apresenta seis variedades botanicas, a H. speciosa var. speciosa, H. speciosa var.
maximiliani, H. speciosa var. cuyabensis, H. speciosa var. lundii, H. speciosa var. gardnerie,
H. speciosa var. pubescens, que se diferenciam principalmente pelo tipo de flor, folha e fruto
(MONACHINO, 1945).

H. speciosa é espécie nativa do Brasil com grande potencial frutifero e farmacoldgico
e caracteristicas botanicas que as diferencia de vérias outras espécies (TABELA 2.1). Faz
parte da lista de espécies nativas da flora brasileira de valor econémico atual ou potencial, na
categoria de alimenticias (PEREIRA et al., 2016).

TABELA 2.1 Hancornia speciosa caracteristicas botanicas.

Caracteristicas

Hancornia speciosa

Referéncia

Altura

Arvore de porte médio, de 2 m a 10 m de
altura podendo chegar raramente até 15 m.

Lederman, 2000.

Flor

Uma a sete flores hermafroditas,
ocasionalmente, flores isoladas. Perfumadas e
brancas, forma de campanula alongada
(tubular). Inflorescéncia do tipo dicésio, tubo
floral longo e estreito, anteras na regido apical
ndo fundidas, deiscéncia introrsa, o pdlen é
liberado no apice da cabeca estigmatica antes
da antese, formando uma camara.

Monachino, 1945;
Almeida et al., 1998;
Darrault;
Schlindwein, 2005;
Ganga et al., 2010.

Fruto

Tipo baga, elipsoidal ou arredondado, 2,5 a
6,0 cm, exocarpo amarelo com manchas ou
estrias avermelhadas, a polpa tem sabor
suave, doce, carnoso-viscosa, &cida, com
aroma muito agradavel.

Monachino, 1945;
Soares et al., 2008.

Semente

2 a 15 ou até 30 sementes discoides de 7- 8
mm de diametro, castanho-claras, delgadas,
rugosas, com hilo no centro. Peso de 100
sementes com aproximadamente, 50% de
umidade é 18,5+0,8 g.

Monachino, 1945;

Caule

Rugoso e aspero, com duas a trés bifurcacdes
na altura media de 40 cm a 50 cm da base.

Lederman, 2000.

Copa

Ampla, as vezes mais larga que alta, galhos
pendentes, abundantes, com folhagens
reduzidas. Ramos inclinados, numerosos,
separados e bem formados, com cortice
levemente suberoso. Ramos jovens sdo lisos e
de coloracdo violacea até um ano de idade,
meio angulosos, curtos, com poucas folhas,
floriferos no apice.

Lederman, 2000.

Folha

Deciduas, opostas, simples, glabras nas duas
paginas, brilhantes e coriaceas, de formato
eliptico, limbo foliar até 6 cm e 2 cm de
largura, pedicelos glabros, peciolo de 9 a 15
mm, axilar, fino, glabro, biglanduloso.

Monachino, 1945;
Lederman, 2000.
Ferreira; Marinho,
2007.




Tipo de Sexual, alégama (polinizacdo cruzada), Darrault;

Reproducgéo autoincompativel, necessitando da Schlindwein, 2005,
participacdo de individuos diferentes e de 2006; Pereira et al.,
polinizadores especificos para que ocorra a 2006; Pinto et al.,

fecundacéo e a produgéo de frutos. 2008; Moura et al.,
2011.
Grupo Sphingidae, Hesperiidae e Nymphalidae Darrault;
taxondmicos (Heliconius). Schlindwein, 2005;
polinizadores Pereira et al., 2006.

Fonte: Autora.

As populacbes naturais dessa espécie sdo encontradas em varias regifes do Brasil,
ocorrendo nos ecossistemas de tabuleiros costeiros e baixadas litoraneas do Nordeste, em
areas do Cerrado da Regido Centro Oeste e também nas RegiGes Norte e Sudeste (VIEIRA
NETO et al., 2002) (FIGURA 2.1).

FIGURA 2.1 Distribuicdo da espécie Hancornia speciosa no Brasil.
Fonte: Rede species Link (http://www.splink.org.br)

Por ser uma planta tropical, € encontrada em areas com alta insolacdo e precipitacao
pluviométrica variando de 750 a 1.600 mm anuais, é tipica de solos arenosos, acidos e pobres
em nutrientes e suporta periodos de déficit hidrico, temperaturas elevadas e menor umidade
relativa do ar (VIEIRA NETO et al., 2002; FERREIRA; MARINHO, 2007).

A floracdo e frutificacdo da mangabeira sdo influenciadas pela época do ano, local e
diferencas entre plantas de uma mesma regido (LIMA; SCARIOT, 2010). No Nordeste a
floracdo e frutificacdo ocorre duas vezes ao ano, no verdo (dezembro a abril) e no inverno
(maio a julho), no pantanal de Mato Grosso ocorre na estacdo chuvosa. Em Minas Gerais a
floragdo € de setembro a novembro e a frutificacdo de dezembro a janeiro. No Mato Grosso
do Sul, a floragdo ¢ de agosto a outubro e a frutificacdo ocorre o ano inteiro (SILVA JUNIOR,
LEDO, 2011).

Por ser uma espécie alébgoma e autoincompativel, o sucesso da fecundagdo e a
producédo de frutos sdo dependentes de visitantes florais, como abelhas e mariposas. Com o
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aumento da frequéncia dos polinizadores tém-se uma maior taxa de frutificagdo, sementes
maiores e mais numerosas (DARRAULT, SCHLINDWEIN, 2006).

Seu fruto, conhecido popularmente por mangaba, é muito apreciado devido as suas
caracteristicas sensoriais, quando maduro apresenta polpa macia, com sabor doce e &cido, é
uma rica fonte de vitaminas como A, B1, B2 e C, e nutrientes como o ferro, calcio e fosforo
(MARTINS et al., 2012). A mangaba é regularmente comercializada nas feiras populares e
utilizada, principalmente, como matéria-prima para a agroindustria devido ao seu potencial
para o desenvolvimento de produtos que podem ser usados na alimenta¢do humana.

A maior producédo dos frutos ocorre em estados do Nordeste brasileiro, com destaque
para Sergipe e Bahia, no Centro-Oeste, em Goias e no Sudeste, Minas Gerais, ambos com
pequena producéo (Tabela 2.2).

TABELA 2.2 Producdo de frutos de mangaba (Hancornia speciosa Gomes) em toneladas dos
Gltimos 10 anos no Brasil.

Anos AL BA CE GO MA MG PB RN SE Brasil

2007 8 172 - - 1 4 96 55 436 773
2008 8 142 - - 1 4 99 60 397 711
2009 32 138 0 - 1 4 100 37 386 699
2010 33 142 0 - 1 1 99 44 401 722
2011 34 128 0 - 1 1 79 85 351 680
2012 33 105 0 0 1 1 89 79 367 677
2013 33 100 0 0 1 1 95 81 327 639
2014 34 89 38 5 2 1 93 71 353 685
2015 34 83 7 5 2 1 136 176 219 663
2016 38 106 1 1 2 177 246 162 190 922

Fonte: IBGE, 2017.

Nos dois estados com maior producdo, a quantidade de frutos reduziu nos altimos
anos, provavelmente devido as dificuldades como a perecibilidade e falta de um sistema de
producdo bem definido, com técnicas de plantio adequadas, sistema de pds-colheita que
amplie a sua comercializacdo e, consequentemente, conquiste maior mercado consumidor
(CARNELOSSI et al., 2004; ALVES et al., 2006; IBGE,2017).

A mangabeira tem grande importancia social, econémica e cultural nas areas onde
ocorre (ALMEIDA et al., 1998; LIMA; SCARIOT, 2010), gerando renda especialmente para
familias socialmente vulneraveis (LIMA; SCARIOT; GIROLDO, 2013). No estado de
Sergipe as populacdes naturais de mangabeiras estdo divididas em fitofisionomias de restinga
(1.813,07 ha), manguezal (23.012 ha), mata (76.124,71 ha) e area natural ndo florestada
(290,74 ha) (JESUS; GAMA; FERNANDES, 2014), nestas areas ocorre 0 extrativismo pelas
Catadoras de Mangaba, grupo tradicionalmente diferenciado reconhecido pela Lei Estadual n®
288 de 2010.

Esse grupo tradicionalmente diferenciado é formado principalmente por mulheres que
atualmente estdo organizadas por meio das Associacdes de Catadoras de Mangaba (ACMs)
formadas nos diferentes municipios sergipanos que ocorre a coleta de mangaba e pelo
Movimento das Catadoras de Mangaba de Sergipe (MCMS). As Catadoras de Mangaba
obtém sua renda por meio da comercializacdo dos frutos in natura e também processados na
forma de geleias, compotas, licores, entre outros. Praticam o extrativismo de outras espécies
tais como o cambui, aracd, manga e caju e a pesca (peixes, mariscos e crustaceos) (MOTA et
al., 2011). Cabe destacar que o extrativismo da mangaba encontra-se ameagado, uma vez que
as areas de ocorréncia natural da espécie estdo fragmentadas, bem como a restricdo do acesso
das Catadoras de Mangaba a areas que antes eram livres, estes entraves podem estar
associados ao decréscimo na producdo de frutos dos ultimos anos, considerando que existem
poucos plantios comerciais e a produgdo de frutos no estado é oriunda do extrativismo.
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Embora o fruto seja o principal produto explorado, outros produtos florestais nédo
madeireiros sdo obtidos da mangabeira com uso principalmente na medicina popular, tais
como sua casca que possui propriedades adstringentes e o latex encontrado em todas as partes
da planta, empregado no tratamento da tuberculose, Ulceras, acBes da bactéria Helicobacter
pylori, herpes, dermatoses e verrugas. Além disso, o cha das folhas é utilizado para o combate
a colica menstrual e o decocto da raiz, para tratar luxacdes e hipertensao arterial (SOARES et
al., 2008).

Em estudos cientificos recentes, foi comprovada a eficiéncia de compostos bioativos
encontrados nas folhas da mangabeira no controle efetivo da pressdo arterial e diabetes
(SILVA et al.,, 2011; PEREIRA et al., 2015). E que o latex exsudado por toda parte da planta
tem acdo anti-inflamatdria, angiogénese e osteogénica (MARINHO et al., 2011; ALMEIDA
et al., 2014; FLORIANO et al., 2016).

A mangabeira pode ser utilizada também na recuperacgdo de areas degradadas, uma vez
que se adapta bem a solos mais pobres, tolera déficit hidrico e elevadas temperaturas,
podendo ser empregada no reflorestando &reas com baixa capacidade de uso. Cabe destacar
que a espécie por ser decidua, troca a folhagem no periodo mais seco do ano, formando uma
manta que favorece a um acréscimo gradativo de matéria organica no solo, melhorando as
propriedades quimicas, fisicas e biologicas nas suas camadas superficiais (MENINO;
ARAUJO; LEITE, 2016; PEREIRA et al., 2016).

Apesar de todas as potencialidades da mangabeira, seus coprodutos sdo obtidos
praticamente por atividades de extrativismo em plantas remanescentes e 0 volume de frutas
disponivel no mercado ndo atende a demanda, impossibilitando o processamento da fruta em
grande escala (BESSA et al., 2013; SOARES et al., 2015). Existem poucos plantios
comerciais e a propagacéo e feita praticamente somente por sementes que séo recalcitrantes e
perdem rapidamente a viabilidade em condi¢do ambiente (BARROS et al., 2010).

Adicionalmente, a espécie encontra-se bastante ameacada pela reducdo da éarea
original de sua ocorréncia devido a expansdo imobilidria e aumento das areas cultivadas,
inclusive sofrendo erosdo genética e perda de germoplasma de interesse (SANTOS et al.,
2010; SILVA JUNIOR; LEDO, 2011). Nesse aspecto, si0 necessarios estudos que possam
contribuir para a caracterizacdo da diversidade morfogenética, para difundir o seu cultivo
como alternativa viavel de producdo comercial e conservacao da espécie.

2.2 Perda da biodiversidade

A biodiversidade compreende a variedade de genes, espécies ou caracteristicas
funcionais em um ecossistema, abrangendo desde a diversidade genética dentro de uma
espécie até a diversidade em regiGes inteiras ou ecossistemas. Todos esses niveis de
diversidade sdo muito importantes, pois tornam o0s seres vivos adaptaveis e permite que
espécies selvagens e domesticadas resistam a ameacas como doencas, mudancas climaticas,
pragas e outras condicdes imprevisiveis (BROOKS, 2006; CARDINALE et al., 2012).

A biodiversidade esta associada ao fornecimento de varios servi¢os ecossistémicos
essenciais, que podem ser definidos como os beneficios diretos ou indiretos que os seres
humanos obtém dos ecossistemas. Cabe destacar que se 0s servicos ecossistémicos forem
gerenciados adequadamente, a biodiversidade serd& mantida e vice-versa. Os servi¢cos
ecossistémicos sdo classificados em quatro categorias, sendo todos fundamentais para a satde
e 0 bem estar humano, sdo os servicos de producao, regulacao, culturais e de suporte (MACE
etal., 2012; UK, 2011).

Os servigos de produgdo podem ser entendidos como bens ou produtos obtidos dos
ecossistemas, as provisdes de agua doce, alimentos, fibras, combustivel, compostos
bioquimicos e recursos genéticos; os servigos de regulagdo sdo obtidos a partir do controle do
ecossistema sobre processos naturais como a regulagédo do clima (sequestro de carbono),
regulacdo de enchentes e fluxo hidrico, prevencdo de erosdo, de secas, da degradacdo dos
solos, a protecdo contra riscos naturais, o controle biolégico de pragas e a polinizacdo; os
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servicos culturais abrangem prazeres estéticos, inspiragdo, recreacdo, valor espiritual e outros
beneficios ndo materiais que contribuem para 0 nosso bem-estar; os servigos de suporte por
sua vez, s80 processos naturais que mantém 0S outros servigos ecossistémicos, incluem a
formacdo do solo, a fotossintese e a renovacdo dos nutrientes, que estdo na base do
crescimento e da producdo (MEA, 2003; UK, 2011; HARISSON et al., 2014).

Os servigcos ecossistémicos englobam todos os produtos naturais e processos que
contribuem para o bem-estar humano, para o prazer pessoal e social derivado da natureza
(LANDSBERG et al., 2011). E a biodiversidade é essencial para a sobrevivéncia dos
ecossistemas, sendo necessario que as naces, regides e comunidades facam o possivel para
conservar seus recursos Vvivos, principalmente devido a estes serem imprescindiveis para a
sobrevivéncia humana, uma vez que sdo fontes de alimentos, energia e de uma variedade
crescente de novos produtos (BENYUS, 2009; MITTERMEIER et al., 2011).

Entretanto, o crescimento populacional, mudancas climéaticas e o desenvolvimento
desenfreado, contribuem para grande perda da biodiversidade e muitas das espécies sdo
extintas antes mesmo de serem conhecidas. A extin¢do é um processo irreversivel e representa
a perda de um genoma unico, resultado de um processo evolutivo singular e ndo repetivel, que
apesar de ser um processo natural, estd ocorrendo de forma anormal e rapida (CHAPIN et al.,
2000; SANDIFER et al., 2015).

AclOes antropicas tais como, a degradacdo ambiental para a expansdo agricola,
urbanizacdo e desenvolvimento industrial, que ameacam a viabilidade das populacdes
naturais, além da poluicdo quimica que altera processos bioquimicos no solo, ar e a agua,
resultam na perda da biodiversidade (WAKE; VREDENBURG, 2008; MITTERMEIER et al.,
2011).

Essa reducéo da biodiversidade impacta o funcionamento dos ecossistemas terrestres,
tendo como consequéncias a perda da resisténcia e resiliéncia destes ecossistemas frente as
mudancas ambientais, perda de genes, de espécies, caracteristicas bioldgicas e,
consequentemente, reducdo da capacidade dos ecossistemas de proporcionar bens e servicos,
tais como, o fornecimento de alimentos, 4gua doce, combustivel, materiais estruturais,
medicamentos ou recursos geneticos, necessarios a sociedade (CHAPIN et al., 2000;
CARDINALE et al., 2012). Sendo que a resisténcia é entendida como a capacidade de um
sistema ecologico suportar ou ainda ndo se modificar frente a uma dada alteracdo
(HARRISON, 1979; LOREAU et al., 2002), enquanto que a resiliéncia, refere-se a
capacidade de um sistema restabelecer seu equilibrio apds este ter sido rompido por um
disturbio, ou seja, o tempo de retorno ao equilibrio apés um determinado distarbio (LOREAU
et al., 2002).

No Brasil, é possivel observar as sérias consequéncias da perda da biodiversidade, pela
ameaca de extincdo da flora e ameaca e extincdo de varias espécies da fauna, peixes e
invertebrados aquaticos, considerando as listas nacionais de espécies ameacgadas de extincao
que inclui o grau de risco de extingdo de cada espécie nas categorias Extintas na Natureza
(EW), Criticamente em Perigo (CR), Em Perigo (EN) e Vulneravel (VU) (MMA, 2017).

A partir da inclusdo nessa lista, as espécies ficam protegidas de modo integral,
incluindo a proibicdo de coleta e corte (flora), captura e guarda (fauna, peixes e invertebrados
aquaticos), transporte, armazenamento, manejo, beneficiamento e comercializacdo, dentre
outras (BRASIL, 2014a; BRASIL, 2014b; BRASIL, 2014c).

De acordo com a ultima lista que saiu no ano de 2014, sdo 2.113 espécies da flora, 698
espécies da fauna e 475 espécies de peixes e invertebrados aquaticos ameacadas de extincdo e
8 espécies da fauna e 2 de peixes e invertebrados aquaticos extintas (BRASIL, 2014a;
BRASIL, 2014b; BRASIL, 2014c).

Embora H. speciosa ndo conste em nenhuma lista de extingdo, o seu germoplasma é
bastante ameacado devido a reducdo de areas de ocorréncia natural da espécie pela
fragmentacdo florestal. O seu fruto, a mangaba, foi considerado como um dos 200 produtos
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brasileiros que correm o risco de desaparecer pela Slow Food, organizacgdo internacional que
valoriza alimentos e culturas tradicionais (ZOCCHI, 2017).

Portanto, frente as crescentes acgBes antrdpicas contrdrias a manutencdo da
biodiversidade, sdo necessarias estratégias urgentes que permitam a conservacdo e a
recuperacgdo das espécies e ecossistemas.

2.3 Caracterizacgao da biodiversidade

A biodiversidade contempla uma rica fonte de recursos genéticos, parte ainda esta em
processo de descoberta. Portanto, a caracterizagdo desses recursos € uma ferramenta poderosa
para acessar esse conhecimento (PESTANA, 2015).

Em relacdo aos recursos genéticos vegetais, a caracterizacdo busca avaliar a
diversidade genética do germoplasma disponivel, identificando as diferencas entre os
individuos de uma populacdo ou entre 0s acessos de uma colecdo, fornecendo informacGes
que dardo subsidio para o desenvolvimento de estratégias de conservacgdo e a utilizacdo em
programas de melhoramento (FERREIRA et al., 2007).

Por meio da caracterizacdo é possivel o melhor manejo dos recursos genéticos, uma
vez que é possivel ter conhecimento da diferenciacdo da populacdo e a extensdo temporal e
espacial do fluxo de genes, informacgdes essenciais, visto que a conservacdo de recursos
genéticos vai além da conservacédo da diversidade de espécies e engloba também as diferencas
genéticas entre populagdes da mesma especie (HILSDORF; HALLERMAN, 2017).

A caracterizacdo serve como base para o delineamento de estratégias de conservacao,
em bancos de germoplasma, permitindo que se verifique a necessidade de coletar mais
acessos ou incluir novos acessos oriundos de outros bancos de germoplasma, com o objetivo
de aumentar a variabilidade do recurso genético disponivel (CUNHA, 2011; DANTAS et al.,
2012). Possibilita ainda a identificacdo de duplicatas, o estabelecimento de colec¢des
nucleares e a identificacdo do modo de reproducao predominante em determinada espécie. Em
programas de melhoramento genético possibilita a identificacdo de novos materiais de
interesse (VALLS, 2007; DANTAS et al., 2012).

A caracterizacdo dos recursos genéticos é feita empregando diferentes métodos, entre
eles, a avaliacdo de caracteristicas morfologicas e moleculares, considerando que estas
possuam alta herdabilidade e sejam de facil mensuracdo. A caracterizacdo morfologica
consiste na observacdo, mensuracdo e documentacdo de caracteres da planta que séo
herdaveis, consistentes e expressos homogeneamente em varios ambientes (FERREIRA et al.,
2007).

O uso de marcadores morfolégicos na caracterizacdo € eficiente e amplamente
empregado, entretanto, baseia-se em caracteristicas que podem ser influenciadas pelo
ambiente, e geralmente ndo permite diferenciar genotipos muito proximos ou prever a
identidade genética dos acessos com alta precisdo (CERVERA et al., 1998). Além disso,
necessita de varias avaliacdes no campo ao longo da estacdo de crescimento, o que resulta em
maiores custos (THOMPSON; NEWMASTER, 2014).

Desse modo, os marcadores moleculares vém sendo empregados como uma alternativa
para auxiliar na caracterizacdo e avaliacdo dos recursos genéticos. Tais marcadores permitem
detectar a diversidade que excede a dos métodos tradicionais, uma vez que é possivel verificar
diferencas no Gltimo nivel de variacdo incorporado pelas sequéncias de DNA de um individuo
e ndo é influenciado pelo meio ambiente (THOMPSON; NEWMASTER, 2014).

Dentre os marcadores moleculares utilizados para a caracterizacdo dos recursos
genéticos, o ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) amplifica segmentos de DNA presentes
entre duas regibes microssatélites idénticas em direcdes opostas (WOLFE, et al., 1998;
TIWARI et al., 2015). Baseiam-se no DNA altamente repetitivo e necessitam de um Unico
primer variando de 16 a 18 pb de DNA com sequéncia repetida complementar aos sitios
invertidos de microssatélite e que amplificam fragmentos de 100 a 3.000 pb (SEMAGN;
BJORNSTAD; NDJIONDJOP, 2006; RAMALHO et al., 2012).
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Os marcadores ISSR vém sendo amplamente empregados na caracterizacdo de
recursos genéticos, principalmente por proporcionar o chamado fingerprinting do DNA, ou
seja, pode-se obter “impressdo digital” do DNA, pela qual € possivel estabelecer a identidade
das variedades e conhecer as fontes parentais em programas de melhoramento de plantas
(CHARTERS; WILKINSON, 2000; REDDY et al., 2002). Adicionalmente apresentam
grande potencial e eficiéncia, além de menores custos em relacdo aos demais marcadores, sdo
de facil uso e reprodutibilidade, ideal para estudo em espécies em que a informacdo genética
ndo esta disponivel (RAMALHO et al., 2012; SOUZA, 2015).

Na literatura, o estudo da diversidade e estrutura genética de populag¢fes naturais e em
bancos ativos de germoplasma, empregando o uso de marcadores ISSR, é amplamente
relatado, inclusive para a mangabeira frutifera nativa do Brasil, sendo possivel conhecer a
diversidade genética dos acessos inseridos em bancos de germoplasma (COSTA et al., 2011;
LUZ, 2016) e em popula¢bes naturais nos estados de Rio Grande do Norte, Pernambuco,
Mato Grosso e Sergipe (COSTA et al., 2015; JIMENEZ et al., 2015; SOARES et al., 2016;
FREITAS, 2016; SILVA et al., 2017), constatando assim a eficacia desse marcador na
caracterizacdo dos recursos genéticos.

2.4 Conservacao da biodiversidade

O crescimento da populacdo humana e das suas necessidades de consumo, acarretou
na exploragdo insustentavel dos recursos naturais, somando-se a isto, tém-se as mudancas
climaticas, a acidificacdo dos oceanos e outros impactos ambientais, resultando em
desestruturacdo dos ecossistemas e extingdo de espécies. Assim, um dos maiores desafios para
este seculo € a conservacdo da biodiversidade, considerando o elevado nivel de perturbagdes
antropicas dos ecossistemas naturais (CHAPIN et al., 2000; MITTERMEIER et al., 2011).

A biodiversidade contempla toda a variedade de vida na terra, inclui todos os animais,
plantas, micro-organismos e seus genes, alem dos ecossistemas aquaticos, terrestres e
marinhos (WANJUI, 2013). Considerando 0s ecossistemas e espécies florestais, o
desmatamento e, a consequente reducdo e fragmentacdo do habitat sdo apontados como
principais ameacas a biodiversidade (ALMEIDA et al., 2011).

S80 necessarias estratégias para a conservacdo da biodiversidade, no tocante aos
ecossistemas florestais as acdes de conservacdo devem contemplar o manejo florestal
sustentavel, ou seja, obter os beneficios econdmicos e sociais respeitando 0s mecanismos de
sustentacdo do ecossistema, possibilitando o méaximo de beneficios para a geracdo atual e
condicGes para atender as necessidades das futuras geracdes (ROSOT, 2007; SHIMIZO,
2007).

Essas estratégias podem envolver a conservacao in situ, manutencdo das espécies no
seu habitat natural e ex situ, que consiste na conservacao das espécies fora do seu habitat, ou
mesmo, pela combinacdo destes métodos (BRASIL, 2000), além do plantio de espécies
florestais nativas.

A conservacao in situ ocorre em areas protegidas e no Brasil sdo conhecidas como
Unidades de Conservacdo, divididas em dois grupos, as unidades de protecdo integral, tais
como a Estacdo Ecoldgica, Reserva Biologica, Parque Nacional, Monumento Natural e
Reflgio da Vida Silvestre, permitido o uso indireto dos beneficios e vedada a exploracdo dos
recursos naturais; e as unidades de uso sustentavel, como as Areas de Protecdo Ambiental,
Area Relevante de Interesse Ecoldgico, Floresta Nacional, Reserva Extrativista, Reserva de
Fauna, Reserva de Desenvolvimento Sustentavel e Reserva Particular do Patriménio Natural,
nas quais € permitido o uso dos recursos naturais de forma sustentavel. Salienta-se que a
conservagao nessas areas permite que as espécies continuem em seu processo evolutivo
(BRASIL, 2000).

A conservagdo ex situ € realizada, principalmente em bancos de germoplasma, por
meio do armazenamento de material de ancestrais, tais como sementes, material vegetativo in
vivo, DNA, pélen e colecdes a campo (BOREM; MIRANDA, 2009). Essa estratégia tem um
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papel importante em programas de recuperagdo de espécies ameagadas de extin¢do, além de
fornecer uma boa plataforma para oportunidades de pesquisa sobre os componentes da
diversidade bioldgica.

Dentre as estratégias de conservacao ex situ, 0 armazenamento de sementes € uma das mais
importantes, contudo, seu sucesso depende da adogdo de condi¢Oes adequadas para a
manutencdo da viabilidade, que s6 é possivel quando se tem conhecimento sobre o
comportamento destas durante o armazenamento (UMARANI; AADHAVAN; FAISAL,
2015).

O maior banco de sementes é o Svalbard Global Seed Vault, instalacdo de reserva que
detém mais de 860 mil sementes de alimentos de todo o mundo. Esse gigantesco banco de
sementes trata-se de um projeto global promovido e financiado pelo governo da Noruega e
apoiado pela Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAQO), cuja missao é
conservar a diversidade de culturas do planeta para a seguranga alimentar das geracoes atuais,
futuras e a manutencdo da biodiversidade (FAO, 2015).

No Brasil, estima-se que existam mais de 250 mil acessos de germoplasma
conservados em médio e longo prazo, em unidades da Embrapa, empresas estaduais, institutos
de pesquisas oficiais, universidades e empresas privadas pertencentes ao Sistema Nacional de
Pesquisa Agropecuaria (SNPA). Desses, a Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
mantém a conservacdo de sementes de aproximadamente 107.000 acessos de 661 espécies,
subespecies e racas (EMBRAPA, 2018). Existem ainda, os Bancos de Sementes Comunitarios
(BSCs) que servem para salvaguardar variedades de culturas locais e garantir o abastecimento
de sementes para as comunidades locais (FAO, 2014a).

A FAO desenvolveu diretrizes para os bancos de genes que conservam 0s Recursos
Geneticos Vegetais para Alimentos e Agricultura. No tocante as colecdes de sementes, essas
diretrizes foram desenvolvidas com base em uma série de consultas a especialistas em
conservacdo de sementes visando a manutencdo da viabilidade e integridade genética das
sementes, assegurando assim 0 acesso e 0 uso de sementes de alta qualidade e recursos
genéticos vegetais conservados. Cabe destacar que as sementes conservadas sdo, em sua
maioria, de culturas usadas na alimentacdo humana e seus parentes selvagens (FAO, 2014b),
evidenciando a necessidade de conservar também sementes de espécies florestais, visto que
sdo fontes de inlmeras mateérias primas, alem de suas func@es ecoldgicas.

2.5 Métodos de conservacao de sementes

A conservacdo de sementes ocorre por meio do armazenamento, que tem como
objetivo principal assegurar a manutencdo do nivel de qualidade fisica e fisiologica das
mesmas, sendo portanto uma estratégia importante, segura e econdmica para a conservacdo da
diversidade genética das espécies vegetais nativas. Representa ainda um importante meio para
suprir a demanda de mudas para o reflorestamento e recuperacdo de areas degradadas
(COSTA, 2009; UMARANI; AADHAVAN; FAISAL, 2015). Considerando que para
algumas espécies nativas a producdo de sementes ocorre de forma irregular, sendo abundantes
ou escassas em diferentes épocas (CARNEIRO; AGUIAR, 1993).

O armazenamento deve ser iniciado na maturidade fisioldgica e o grande desafio é a
manutencdo da viabilidade, mesmo apds longos periodos. Assim, seu sucesso depende das
condicdes adequadas para a manutencao da qualidade das sementes, que sO € possivel quando
se tem conhecimento sobre o comportamento destas durante o armazenamento (UMARANI;
AADHAVAN; FAISAL, 2015).

Outros aspectos a serem considerados para 0 armazenamento de sementes sdo a
qualidade inicial do lote de sementes, o vigor, condigdes climéticas durante a maturacao, grau
de maturagdo no momento da colheita, presenca de pragas e doengas, integridade fisica e
secagem, pois todas elas exercem influéncia sobre a viabilidade e vigor das sementes
(CARVALHO; NAKAGAWA, 2012).


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjm4NC4_NXYAhWKGpAKHZgZDywQFggzMAE&url=http%3A%2F%2Fwww.fao.org%2F&usg=AOvVaw0Xte9SsP8ULWKRBs-qjsPg
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Quanto a tolerancia a dessecacdo, as sementes sdo classificadas em ortodoxas e
recalcitrantes, sendo essa informacéo essencial para definir estratégias de armazenamento,
que normalmente ocorre empregando secagem das sementes e condices de baixa
temperatura, visando reduzir a respiracéo e taxas metabdlicas (HONG; ELLIS, 1996).

As sementes ortodoxas podem reduzir os teores de agua aos niveis de 5 a 7% e
armazenadas a baixas temperaturas sem que ocorram danos e, em condi¢cdes normais,
germinam (ROBERTS, 1973). Apds a colheita podem passar por secagem artificial e
armazenadas por longos periodos, além de serem resistentes as adversidades no periodo de
laténcia, caracteristicas que facilitam o seu armazenamento (CARVALHO; NAKAGAWA,
2012).

A conservagdo das sementes ortodoxas ocorre em ambiente controlado artificialmente,
geralmente a cAmara fria com temperaturas proximas a 10 °C e elevada umidade relativa do
ar, na camara seca com umidade relativa do ar variando de 40 a 45% ou cémara fria e seca
com temperatura entre 5 e 10 °C e umidade relativa do ar entre 40 e 45%. Nos bancos de
germoplasma, visando a preservacao da qualidade fisioldgica, sdo empregadas temperaturas
abaixo de 0 °C e umidade relativa do ar inferior a 25 e 30% (CARVALHO; NAKAGAWA,
2012).

Sementes recalcitrantes, por sua vez, ndo podem ser secas abaixo de determinados
teores de 4gua sem que ocorram danos fisioldgicos. Estas sementes ndo secam na planta mae
e sao liberadas para o ambiente com altos teores de 4gua. Sua viabilidade reduz na medida em
que ocorre a reducdo do teor de agua, até atingir umidade critica, a partir do qual se as
sementes continuarem a perder agua, a viabilidade € reduzida a zero. A definicdo do teor de
agua minimo ou seguro para as sementes recalcitrantes varia muito em fungéo das diferentes
espécies (ROBERTS, 1973; HONG; ELLIS, 1996).

Devido a rapida perda de viabilidade das sementes recalcitrantes, a conservacgao ocorre
por meio de colecBes a campo e, existe a percep¢do errbnea que sementes recalcitrantes ndo
podem ser armazenadas. Entretanto, existem relatos sobre o armazenamento de sementes
utilizando reguladores de crescimento vegetal, tais como o acido abscisico (ABA) com algum
sucesso para sementes de Inga uruguensis Hook. & Arn. (BARBEDO; CICERO, 2000) e por
meio da hidratacdo controlada com manutencdo de sementes ou embrides recalcitrantes em
solucdes com potencial osmético negativo (ANDREO; NAKAGAWA; BARBEDO, 2006).

Outro aspecto que exerce grande influéncia na viabilidade e no vigor das sementes
durante o armazenamento é a composi¢do quimica destas, que sdo compostas principalmente
por proteinas, carboidratos e lipideos. Essa € uma caracteristica determinada por fatores
genéticos e com grande variacdo entre as diferentes espécies. A composicdo quimica das
sementes influencia na velocidade e intensidade do processo de deterioracdo, ou seja, na série
de alteracdes fisiologicas, bioquimicas e fisicas que eventualmente causam a morte das
sementes (BAUDET, 2012).

Essas alteracdes no metabolismo de carboidratos, proteinas e lipideos prejudicam o
seu aproveitamento nos processos de sintese e liberacdo de energia (MARCOS FILHO,
2005). Dessa maneira, as sementes com maior teor de lipideos em sua composic¢do, como as
da mangaba, sdo as que terdo maior predisposicdo ao processo deteriorativo, principalmente
aquelas com maior conteudo de acidos graxos insaturados (FREITAS, 2009). Nos lipideos, as
principais alteracdes sdo devido a hidrélise enzimatica, peroxidacdo e autoxidacdo que
resultam na destruicdo dos lipideos e formacdo de produtos potencialmente toxicos
(MARCOS FILHO, 2005).

Portanto, a conservacdo de sementes por meio do armazenamento envolve uma série
de particularidades, principalmente quando se trata de sementes recalcitrantes, sendo evidente
a necessidade de estudos voltados para o desenvolvimento e otimizagcdo das metodologias de
armazenamento visando atender as especificidades das diferentes espécies com sementes
recalcitrantes e contribuir para a conservagédo destas.
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4. ARTIGO 1
DIVERSIDADE MORFOGENETICA DE MATRIZES DE MANGABEIRA EM
POPULACAO NATURAL

Periodico a ser submetido: Ciéncia Agrondmica
RESUMO

A mangabeira é considerada arvore simbolo do estado de Sergipe, tem ampla distribui¢do no
estado e apresenta grande potencial frutifero e farmacoldgico. Seus produtos sdo obtidos por
meio de atividades extrativistas nas areas remanescentes. Existem poucos plantios comerciais
e pesquisas com as populacdes nativas sdo necessarias, visando a caracterizacdo e avaliacdo
do potencial para a conservacdo da espécie e programas de melhoramento genético.
Objetivou-se avaliar a diversidade morfogenética de matrizes de mangabeira em uma area de
ocorréncia natural. Foram coletados frutos em 14 matrizes no povoado Baixa Grande,
Pirambu-SE. O nimero de frutos e a biometria por matriz foi determinada, bem como a massa
da polpa, de sementes e 0 nimero de sementes por fruto. Para a caracterizagdo molecular, as
matrizes foram avaliadas por marcadores moleculares ISSR. Verificou-se que as matrizes de
mangabeira apresentaram altos niveis de variagdo para as caracteristicas biométricas e para a
massa da polpa e sementes. Quatro matrizes se destacaram por apresentar maior tamanho de
frutos e massa de polpa por fruto. Em ISSR observou-se que 60,44% dos locos obtidos eram
polimorficos, o nivel de heterozigosidade foi 0,40 e o indice de Shannon 0,58. De acordo com
as avaliacdes pode-se concluir que na populacdo ha potencial para prospeccao de diversidade
e utilizacdo em trabalhos futuros de selecéo.

Palavras-chave: Hancornia speciosa Gomes, pre-melhoramento, selecéo.
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ABSTRACT
THE MORPHOGENETIC DIVERSITY OF THE NATURAL POPULATION OF
MANGABEIRA MATRIXES

The mangabeira is considered to be a tree symbol of the State of Sergipe, Brazil. It has a wide
distribution in the state and it presents a great potential of fruitful and pharmacological
properties. There are few commercial plantations. As a result, surveys with native populations
are needed, aimed at characterizing and assessing their potential for species conservation and
their breeding programs. The objective of this study was to evaluate the morphogenetic
diversity of the mangabeira matrices in an area of natural occurrence. The fruits were
collected from 14 matrices in the municipality of Baixa Grande, Pirambu-SE, Sergipe, Brazil.
The number of fruits, their estimated yield and their matrix biometry were determined,
together with their mass of pulp and seeds, as well as the number of seeds per fruit. For their
molecular characterization, the matrices were evaluated by ISSR molecular markers. It was
verified that the mangabeira matrices showed high levels of variation for their biometric
characteristics and for the mass of their pulp and seeds. Four matrices were characterized by a
larger fruit size and pulp mass per fruit. From the ISSR molecular markers, it was observed
that 60.44% of the loci obtained were polymorphic. Their heterozygosity level was 0.40 and
their Shannon index was 0.58. Through the evaluations, it was concluded that for this
mangabeira population in the settlements of Baixa Grande, there was a potential for
prospective diversity and for their use in future selection works.

Keywords: Hancornia speciosa Gomes, pre-breeding, selection
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4.1 Introducao

O Brasil é conhecido pela sua imensa biodiversidade, tendo em seu territrio um
patrimonio genético vasto e um elevado nimero de espécies endémicas que habitam os mais
variados ecossistemas existentes no pais (GONCALVES et al., 2013). Entretanto, muitas
vezes por falta do conhecimento da importancia desses recursos genéticos para a sociedade,
eles sdo negligenciados, subexplorados e até extintos antes que ocorra 0 uso adequado das
suas potencialidades.

Portanto, estudos voltados para a caracterizacdo, conservacdo e utilizacdo adequada
desses recursos genéticos sdo de grande relevancia, principalmente no Brasil, onde existem
inimeras espécies nativas que ainda ndao foram estudadas. Dentre as espécies com alto
potencial econdmico se destaca a mangabeira (Hancornia speciosa Gomes), presente em
praticamente todas as regides do pais.

Essa arvore possui caracteristicas de grande interesse comercial, pois seus frutos séo
apreciados para 0 consumo in natura e tambeém utilizados como matéria-prima para a
agroindustria, nas formas processadas de polpa congelada, suco engarrafado, sorvetes, doces,
licores e geleias. Além de apresentarem um alto valor nutritivo e teor proteico, dentre o0s
elementos encontrados em sua composicdo, destacam-se as vitaminas A, B1l, B2 e C, e
elementos como ferro, fosforo e calcio (SOARES et al.,, 2008; FERREIRA; MARINHO,
2007).

Embora a mangabeira apresente grande potencial econémico e da alta demanda por
seus frutos e coprodutos, 0s mesmos sdo obtidos por meio de atividades de extrativismo em
areas remanescentes, com poucos plantios comerciais. Salienta-se que a espécie ainda esta em
fase de domesticacdo e ndo existem descritores minimos oficiais estabelecidos, assim, 0s
caracteres de interesse para 0 melhoramento genético ndo estdo bem definidos. Na literatura
sdo encontrados alguns trabalhos desenvolvidos com o objetivo de caracterizar a especie
indicando possiveis descritores morfoldgicos (GANGA et al., 2010; SILVA et al., 2011,
FREITAS et al.,, 2012; FREITAS, 2016) e da caracterizacdo molecular para populacdes
naturais (JIMENEZ et al., 2015; FREITAS, 2016).

Estudos visando a caracterizacdo da variabilidade e a diversidade genética de
populacdes naturais de mangabeira, possibilitam a identificacdo de arvores com caracteristicas
superiores e com potencial para a producdo de frutos visando a comercializacdo in natura e de
polpas, bem como arvores a serem inseridas em programas de conservacao. Nesse aspecto, 0
uso de marcadores genéticos, sejam eles morfologicos ou moleculares podem contribuir para
a caracterizacdo e avaliacdo da diversidade e estrutura genética das populacdes e, assim,
fornecer importantes informacdes para os programas de conservacdo e melhoramento da
espécie.

Objetivou-se com este trabalho caracterizar matrizes de mangabeira em éarea de
ocorréncia natural para avaliar a magnitude e a distribuicdo da variabilidade fenotipica
existente entre elas, por meio de analises morfométricas de frutos e pela diversidade genética
com marcadores ISSR.

4.2 Material e Métodos
4.2.1 Material vegetal

A coleta para obtencdo do material vegetal foi realizada no més de marco de 2017, no
povoado Baixa Grande, municipio de Pirambu, litoral do estado de Sergipe. O clima da regido
se caracteriza como subumido, tipo As — tropical chuvoso com verdo seco, para a
classificacdo climéatica de Koppen-Geiger (ALVARES et al., 2014). A precipitacdo anual
varia de 1.500 a 1.800 mm, com temperatura média anual de 26 °C (SEPLAG, 2011) e o solo
do tipo neossolo quartzarénico (SILVA; SANTOS, 2010). A escolha desta populagdo foi
realizada tendo como base os resultados obtidos por Freitas (2016) que apontou a ocorréncia
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de variagbes para as caracteristicas de frutos e grande diversidade genética para estes
individuos (FIGURA 4.1).
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FIGURA 4.1 Distribuicdo espacial das matrizes de mangabeira (anornia specibsaGomes)
em populacdo natural do Povoado Baixa Grande, Pirambu, SE. Google Earth, 2018.

Foram amostradas 14 matrizes encontradas por caminhamento no local, selecionando
aquelas com distancia entre 30 e 50 m (KAGEYAMA; GANDARA, 1999) que apresentavam
bom aspecto fitossanitario e dispunham de frutos com sinais de maturacéo (coloracdo amarelo
claro com estrias avermelhadas e textura tenra) durante a coleta. Os frutos de cada matriz
foram acondicionados em sacos de polietileno devidamente identificados e em isopores para
ndo serem danificados durante o transporte. Para a analise molecular foram coletadas folhas
jovens de cada matriz, identificadas e acondicionadas em recipiente contendo silica gel.

4.2.2 Caracterizacdo dos frutos

Os frutos foram levados ao Laboratorio de Tecnologia de Sementes da Universidade
Federal de Sergipe, onde foram separados e contados, obtendo-se o nimero de frutos (NF)
para cada matriz e submetidos a analises individualizadas do didmetro longitudinal (DL) e
diametro transversal (DT) mensurados com o auxilio de paquimetro digital (Messen) e
expressos em milimetros (FIGURA 4.2), a massa fresca da polpa em gramas (MP) e a massa
de sementes (MS) com auxilio de balanca analitica, bem como o nimero de sementes (NS) de
cada fruto. O rendimento da polpa (REND) foi estimado pela relacdo da massa da polpa e a
massa da polpa mais a massa de sementes dos frutos de cada matriz. A producédo (PROD) por
planta foi estimada pelo produto entre o nimero de frutos e a massa dos frutos de cada matriz.
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FIGURA 4.2 Fruto da mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) (A) e ilustracdo da biometria
por meio dos diametros longitudinal e transversal (B).
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O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, adotando-se
como amostra o numero total de frutos obtidos para cada matriz, a média de frutos foi
computada. Os dados obtidos foram avaliados por meio da estatistica descritiva.
Posteriormente foi calculado o coeficiente de correlacdo ndo paramétrico de Spearman (rS) e
o respectivo nivel de significAncia (p) entre as variaveis por meio do teste t (ZAR, 1996)
utilizando o software GENES (CRUZ, 2007).

4.2.3 Caracterizagdo molecular via marcadores ISSR

Para a caracterizacdo por meio de marcadores ISSR, realizou-se a extracdo de DNA
gendmico de folhas jovens de mangabeira de acordo com o protocolo descrito por Nienhuis et
al. (1995), com modificagdes. Utilizou-se aproximadamente 2 g de folhas para maceracdo em
almofariz contendo 1 mL de tampdo de extragdo CTAB 2% (2% de CTAB, 100 mM de Tris
(pH 8,0), 20 mM de EDTA (pH 8,0), 1,4 M de NaCl e 1% de PVP) e 20 pL de B-
mercaptoetanol. O macerado foi transferido para tubos de 2 mL e levado ao banho-maria a 65
°C por 40 minutos. As amostras foram purificadas com a adicdo de cloroférmio: alcool
isoamilico (24:1) e centrifugados a 14.000 rpm, por 10 minutos. O sobrenadante obtido foi
micropipetado e a ele adicionado alcool:acetato de aménio, mantido a -20 °C overnight para
precipitacdo do DNA. Apos estes periodos foram centrifugadas a 14.000 rpm por 15 minutos,
0 sobrenadante descartado e o precipitado deixado para secar em temperatura ambiente.

O DNA foi solubilizado em TE (1 mM de Tris e 0,1 mM de EDTA) e a qualidade e
concentracdo de DNA de cada amostra determinadas em espectrofotometro (ASTRAGEN),
com base na absorbancia a 260 nm e 280 nm.

Para a geracdo de polimorfismo entre os individuos, foram selecionados primers ISSR
(TABELA 4.1) que permitiram a obtencdo de fragmentos de alta intensidade e resolucéo.

TABELA 4.1 Primers ISSR usados para o estudo de diversidade das matrizes de mangabeira
(Hancornia speciosa Gomes) e suas respectivas sequéncias e temperatura de anelamento.

Primers ISSR  Sequéncia T°A Primers ISSR  Sequéncia T°A
UBC 807 (AG)8-T 43 DAT (GA)7-RG 43
UBC 808 (AG)8-C 47 GOOFY (GT)-YG 48
UBC 809 (AG)8-G 48 M1 (GA)5 31
UBC 810 (GA)8-T 43 M2 (GA)8 64
UBC 811 (GA)8-C 45 MANNY (CAC)4-CR 54
UBC 813 (CT)8-T 44 MAO (CTC)4-RC 45
UBC 825 (AC)8-T 47 OMAR (GAG)4-RC 47
UBC 834 (AG)8-YT 47 TERRY (GTC)A-RC 53
AW3 (GT)6-RG 44

As reacoes de amplificacdo foram conduzidas em termociclador (Uniscience Biometra
Tpersonal), em um volume de 12 pL contendo: DNA genémico (5 ng); tampdo de PCR com
MgCl adicionado; dNTPs (2,5 mM); enzima Taq polimerase (5 U/uL) (Invitrogen); primer (2
uM) e dgua ultra-pura.

As reacdes de PCR foram submetidas a 35 ciclos de amplificacdo, os produtos da
reacdo foram separados por eletroforese, em cuba horizontal, utilizando-se gel de agarose
1,5% em tampdo TBE 1X, a 100 V, corados com Gel Red™ e os géis fotografados sob luz
ultravioleta em transiluminador digital (Benchtop).

O perfil eletroforético de cada gel foi analisado visualmente, e segundo a auséncia (0)
ou presenca (1) de fragmento amplificado foi gerada uma matriz binéria.

Para determinar o namero minimo de fragmentos amplificados necessarios para
estudos de diversidade genética, foram obtidas as estimativas de correlagdo (r) e o valor de
estresse (E), que indica o ajuste entre a matriz original e a matriz simulada. O nidmero 6timo
de fragmentos foi calculado por meio do software GENES (CRUZ, 2007) e considerado
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satisfatorio para as analises quando o valor do estresse foi inferior a 0,05 (KRUSKAL, 1964)
e a correlagdo mais proxima de 1.

A similaridade genética foi calculada por meio do coeficiente de Jaccard, utilizando o
programa NTSYS 2.215 (ROHLF, 2008). Para a representacdo dos dados de similaridade foi
construido um dendrograma, obtido pelo método de agrupamento UPGMA (Unweighted
Pair-Group Method Arithmetic Average - Agrupamento aos Pares pela Média Aritmética N&o
Ponderada) (SNEATH; SOKAL, 1973).

Com base na matriz de similaridade genética foi estimada a analise de coordenadas
principais (ACoP) utilizando o programa GenAIlEx 6.5 (PEAKALL; SMOUSE, 2012).

4.3 Resultados e Discussao
4.3.1 Caracterizacao dos frutos

A anélise dos frutos de H. speciosa revelou a existéncia de variacdo significativa para
quase todos os caracteres analisados. O nimero de frutos obtidos por matriz variou entre 5
(M2) e 32 (M9) e o rendimento variou de 0,77 (M4) a 0,85 (M14), com média
correspondendo a 0,81 g/fruto, a producdo média estimada correspondeu a 128,64 g/matriz +
28,03 e variou de 26,91 + 28,03 (M6) a 378,68 + 28,03 (M9) (TABELA 4.2).

TABELA 4.2 Caracteristicas fisicas de frutos obtidos em matrizes de Hancornia speciosa
Gomes.

M Numero de Rendimento Producao
frutos (g/fruto) estimada (g)*

M1 10 0,78 65,86
M2 5 0,81 52,23
M3 6 0,79 40,73
M4 9 0,77 66,17

M5 6 0,82 36,59
M6 6 0,79 26,91
M7 9 0,79 146,45
M8 17 0,79 171,25
M9 32 0,81 378,68
M10 7 0,84 70,58
M11 11 0,79 212,09
M12 12 0,84 127,11
M13 22 0,79 294,79
M14 19 0,85 114,34

X 12 0,81 128,84

s? 59,87 0,001 10216,61
ERP 2,06 0,007 28,03
Max 32 0,85 378,68
Min 5 0,77 26,91

*Producdo estimada com a coleta de frutos somente do dia 14 de marco de 2017.

O rendimento da polpa verificado neste estudo apresentou valor semelhante ao obtido
para populacGes de H. speciosa no cerrado (GANGA et al., 2010). A producéo apresentada na
Tabela 4.2 se refere a coleta realizada no dia 14 de marco de 2017 e, portanto, esta
subestimada e consequentemente ndo pode ser comparada com dados de produgéo estimada
da literatura. Ressalta-se que isto se deve ao fato de que esta area € regido de atuacdo das
Catadoras de Mangaba, e parte dos frutos podem ter sido retirados antes, 0 que ocasionou no
menor numero de frutos durante a coleta.
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O rendimento da polpa e a producdo de frutos por matrizes sdo informacdes
necessarias no direcionamento da selegdo de matrizes para o cultivo comercial, que para ser
vidvel depende de matrizes que retinam caracteristicas superiores as plantas em estado natural
(GANGA et al., 2010). Essas varidveis sdo informativas também para estudos da variabilidade
das populagbes naturais, especificamente para a mangabeira é possivel associar essas
variaveis com a diversidade genética da populacdo e presenca de polinizadores, por ser
espécie alégama e autoincompativel, para que ocorra a producdo de frutos € necessario a
presenca de matrizes diferentes geneticamente e a producdo e tamanho dos frutos estéo
associados a presenca de polinizadores (DARRAULT; SCHLINDWEIN, 2006).

A maior variagdo biométrica nos frutos de uma Gnica arvore foi obtida na matriz M5
para o diametro longitudinal (s* = 30,91) e M14 para o diametro transversal (s*> = 45,91). Os
maiores valores biométricos de frutos foram observados para as matrizes M11 (DL = 38,39
mm £ 1,10) e M7 (DT = 37,83 mm £ 1,23) e 0os menores valores para a matriz M5 (DL =
25,64 mm = 1,10) e (DT = 22,12 mm + 1,23) (TABELA 4.3).

TABELA 4.3 Biometria de frutos obtidos em matrizes de Hancornia speciosa Gomes por
meio do NUmero de Frutos (NF), Rendimento (REND), Didmetro Longitudinal (DL),
Diametro Transversal (DT), Massa de polpa (MP), Massa de Sementes (MS) e Numero de
Sementes (NS).

M DL ¢ DT 52 MP 2 MS s2 NS &
(mm) (mm) (9) (9)

M1 26,47 2202 2610 2041 513 1045 145 080 6 24,27

M2 2922 2377 2864 2799 849 281 195 017 9 4,70

M3 27,08 12,84 25,75 11,08 535 2,59 1,44 0,89 10 32,57
M4 28,42 12,31 26,37 5,56 567 668 169 047 12 62,94
M5 25,78 3091 22,12 12,49 5,02 16,65 1,08 0,84 7 12,80
M6 27,07 13,58 24,10 14,84 354 052 094 0,03 4 2,00

M7 38,29 13,42 37,83 16,16 1294 6,26 3,34 1,74 16 40,00
M8 33,03 13,49 26,63 12,76 7,97 16,91 2,11 1,67 10 30,68
M9 33,98 18,29 30,99 17,11 9,60 20,62 224 069 11 21,59
M10 34,06 15,49 32,04 23,23 852 926 157 039 7 10,33
M11 38,39 11,28 36,54 12,60 1524 30,26 4,04 1,74 13 35,65
M12 29,96 16,75 26,75 10,93 886 1593 1,73 156 12 75,61
M13 33,12 23,88 30,03 31,00 10,65 43,08 2,75 3,02 15 32,85

M14 30,84 17,31 24,08 45,91 5,11 10,76 091 0,15 6 8,14
X 31,12 17,52 28,43 18,72 8,01 13,77 1,95 1,01 10 28,15
s2 17,21 - 21,29 - 11,18 - 082 - 13,77 -
ERP 1,10 1,23 0,89 0,24 - 099 -

Max 38,39 3091 37,83 45,91 15,24 43,08 4,04 3,02 16 75,61
Min 25,78 11,28 22,12 5,56 354 052 091 0,03 400 2,00

Resultados semelhantes foram obtidos para mangabas coletadas em populacdo natural
no Nordeste brasileiro e no Cerrado, com diametro longitudinal de 33,37 mm e 34,8 mm e
diametro transversal de 26,8 mm e 32,9 mm (ARAUJO et al., 2009; FREITAS et al., 2012).

A maior variacdo em massa de polpa e massa de sementes para os frutos de uma Unica
arvore foi obtida na M13 (s* = 43,08 e s° = 3,02) e para niimero de sementes na M12 (s* =
75,61). A maior massa de polpa (15,24 g £ 0,89) e massa de sementes (4,04 g + 0,24) foi
observada na matriz M11, enquanto que 0s menores valores para estas variaveis foram
observados na matriz 6 (MP = 3,54 g £ 0,89) e M14 (MS = 0,91 g £ 0,24) (TABELA 4.3).

Valores menores que os obtidos neste estudo foram verificados para populagdes de
mangabeiras do oeste da Bahia, para as quais verificou-se massa de polpa correspondente a
14,779 e 2,40g para a massa de sementes por fruto (NASCIMENTO et al., 2014). Estas
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diferencas podem estar associadas a variabilidade genética ou a variagdes ambientais devido a
localidades geograficas diferentes (VIEIRA; GUSMAO, 2008). Especificamente para a
populacdo analisada nesta pesquisa, as condigdes edafocliméticas correspondem a clima
subimido, com precipitacdo anual variando de 1.500 a 1.800 mm e a vegetacdo considerada
Mata Secundaria: Mata Atlantica, Manguezal, Restinga (SEPLAG, 2011). Enquanto que na
regido avaliada na Bahia as condi¢des foram clima sublmido seco, com verdo chuvoso e
inverno extremamente seco e a precipitacdo pluvial anual de 700 a 2.000 mm (AIBA, 2004).

O tipo de solo também pode contribuir para a variacdo observada, adicionalmente para
a mangabeira de acordo com Darrault e Schlindwein (2006) a presenca de polinizadores
também pode influenciar na producdo, tamanho e nimero de sementes dos frutos, sendo
observado que a polinizacao eficiente contribui para a formacéo de frutos mais pesados e com
maior quantidade de polpa e maior nimero de sementes.

As estimativas dos coeficientes de correlacdo de Spearman (rS) (TABELA 4.4) ndo
foram significativas para variavel rendimento quando correlacionadas com as demais
variaveis, 0 mesmo ocorreu para 0 numero de frutos que s6 apresentou correlacdo
significativa com a producdo estimada (0,85) conforme esperado. Enquanto que as variaveis
biométricas, massa da polpa, massa de sementes, nimero de sementes e a producdo estimada
apresentaram correlacdo positiva e todas significativas estatisticamente.

TABELA 4.4 Correlacdo de Spearman (rS) para as variaveis Numero de frutos (NF),
Rendimento (REND), Producdo estimada (PROD), Diametro Longitudinal (DL), Didmetro
Transversal (DT), Massa de polpa (MP), Massa de Sementes (MS) e Numero de Sementes
(NS) para matrizes de Hancornia speciosa Gomes.

REND PROD DL DT MP MS NS
NF -0,13"™ 0,85 0,47™ 0,24™ 0,42" 0,38™ 0,35™
REND - -0,17"™ 0,02 -0,16™ -0,18™ -0,42™ -0,38™
PROD - - 0,817 0,68 0,80" 0,77 0,63
DL - - - 0,86 0,85 0,747 0,56
DT - - - - 0,94” 0,87 0,67
MP - - - - - 0,937 0,83"
MS - - - - - 0,83"

**Significativo (p < 0,01), *Significativo (0.01 <p < 0.05), ns - Nao significativo.

Para os coeficientes de correlacdo positivos, os menores valores foram verificados
para a correlacdo das varidveis diametro longitudinal e nimero de sementes (0,56) e
produtividade estimada e nimero de sementes (0,63). Enquanto para as variaveis massa da
polpa e massa de sementes (0,93), massa de sementes e nimero de sementes (0,83), verificou-
se alta correlagdo, corroborando com os resultados biométricos, nos quais foi possivel
verificar que matrizes com maior valor para massa da polpa também apresentaram maior
massa de sementes e nimero de sementes.

As correlagbes positivas indicam que as duas caracteristicas sdo beneficiadas ou
prejudicadas pelas mesmas causas de variacdo, desta forma, a escolha de frutos com menor
namero de sementes implicaria em menor quantidade de polpa, estas variaveis sao relevantes,
especialmente, no processamento dos frutos, que é preferivel menor massa de sementes e
maior de polpa, produto de maior interesse comercial (GONCALVES et al, 2013;
NASCIMENTO et al.,, 2014). Visando entdo a comercializacdo da mangaba na forma
processada de polpa, pode-se escolher entre matrizes com menores frutos mas apresentando
um maior rendimento tal como a matriz M14 (0,85 g/fruto) e a matriz M9 que apresentou
maior producéo (378,68 g) ou as matrizes com os maiores frutos M7 e M11 considerando que
a massa da polpa destas matrizes é trés vezes maior que a massa de sementes, ambas
propiciando também um bom rendimento 0,79 g/fruto.
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Para a comercializacdo dos frutos in natura, seria vantajosa a escolha dos maiores
frutos, considerando que neste tipo de mercado o tamanho dos frutos juntamente com a
coloracdo sdo atrativos para os clientes, uma vez que eles associam estas caracteristicas
fenotipicas a frutos maduros e mais saborosos.

As estimativas de correlagdo podem ser informativas também quando o carater de
interesse é de dificil avaliacdo e apresenta alta correlagdo positiva com outro de facil
avaliacdo, uma vez que sdo influenciados pelas mesmas causas de variagdo, logo, com o
aumento de um carater € esperado aumento no outro (FARIAS NETO et al., 2004).

Apesar das variaveis analisadas sofrerem grande influéncia do ambiente, parte desta
variabilidade observada para as matrizes pode estd associada a genética, sendo a
caracterizacdo fisica dos frutos de grande importancia para a determinacdo da variabilidade
genética (CARVALHO et al., 2003), uma vez que permite a obtencdo de informagdes sobre as
matrizes tais como aquelas mais produtivas ou com caracteristicas de interesse visando ao
mercado de fruta fresca, o mercado industrial e magnitude da variabilidade fenotipica,
informacBes que podem dar subsidio para estratégias de conservacdo e programas de
melhoramento genético da espécie.

Para fins de selecdo, as matrizes mais interessantes para caracteristicas relacionadas
ao rendimento de frutos séo M7, M9, M11 e M14 por apresentarem valores maximos para
tamanho dos frutos e massa da polpa.

4.3.2 Caracterizagdo molecular via marcadores ISSR

As matrizes foram analisadas com base em 81 locos polimdrficos obtidos de 17
primers ISSR. O nUmero 6timo para obter precisdo desejada nas analises de diversidade
genética, com a espécie em estudo, foi a partir de 71 fragmentos polimorficos. Neste ponto,
comegou a estabilizar e o estresse (E) assumiu valor de 0,04 e a correlacdo (r) de 0,98
(FIGURA 4.3).
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FIGURA 4.3 Estimativa do estresse (E) e correlacdo (r) para o namero de fragmentos
polimdrficos, obtida com 17 primers ISSR para estudo da diversidade genética de matrizes de
mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) em populacdo natural no estado de Sergipe.

Houve relacdo diretamente proporcional entre o nimero de fragmentos amplificados e
a magnitude de correlacdo dos valores da matriz de similaridade original, obtida a partir de
reamostragem com diferentes nimeros de fragmentos amplificados. Assim, a partir do
namero Otimo de fragmentos obtidos, o valor do coeficiente de correlagcdo se aproximou do
valor maximo, o que comprova a consisténcia dos dados com o namero de primers utilizados
e 0 namero de fragmentos obtidos, sendo suficientes para as analises de diversidade genética.
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Estudos envolvendo a analise dos resultados e a indicacdo do nimero minimo de
marcadores contribuem para a otimiza¢do do uso dos recursos e tempo, traduzidos em menor
nimero de marcadores representativos da amostragem do genoma para caracterizacdo da
diversidade genética (GONCALVES et al., 2014).

Usando marcadores RAPD em H. speciosa, Moura et al. (2005) sugeriram o uso de 26
fragmentos para avaliacdo consistente da diversidade de seis gendtipos de mangaba, enquanto
Costa et al. (2011) encontraram que 75 fragmentos foram suficientes para a avaliacdo da
diversidade desta espécie. Freitas (2016) usando marcadores ISSR para o estudo de quatro
populacbes naturais de mangaba em Sergipe obteve 63 fragmentos, valor préximo ao obtido
neste trabalho.

Na analise de ISSR, os fragmentos de DNA amplificados apresentaram 60,44% de
polimorfismo, o nimero médio de bandas por primer foi de 7,88, 0 menor nimero de bandas
observadas (2) foi encontrado pela amplificacdo usando o primer M2, e 0 maior nimero de
bandas (12) foi observado no primer UBC 813.

Os resultados encontrados neste estudo para o percentual de polimorfismo e nimero
de bandas, sdo préximos aos obtidos para populagdes de mangabeira estudadas por meio de
marcadores ISSR em Sergipe, Pernambuco e Rio Grande do Norte, sendo a variacdo da
porcentagem de polimorfismo identificada em diversos estudos variando de 47,62 - 89,25% e
namero de bandas de 10,5 - 11,5 (FREITAS, 2016; JIMENEZ et al., 2015; COSTA et al.,
2015).

O percentual de locos polimorficos € uma informacéo relevante para estudos que usam
marcadores dominantes, como o ISSR, pois é considerado como uma medida de diversidade
genética (LORENZONI et al., 2014). Nesse sentido, para o0 presente estudo verifica-se
percentual de polimorfismo moderado, cabe destacar que a mangabeira é espécie alogama e
autoincompativel, sendo esperado alto percentual de polimorfismo e, consequentemente,
maior diversidade genética observada (PINTO et al., 2008; MOURA et al., 2011).

A similaridade genética média observada para as matrizes foi de 55,29%, o erro
padrdo medio de 1,34% e a amplitude das similaridades de 26,19 a 76,19% (TABELA 4.5).

TABELA 4.5 Similaridade genética (%) para as 14 matrizes de mangabeira (Hancornia
speciosa Gomes) baseada no coeficiente de Jaccard, obtido a partir de 17 primers ISSR.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

100 - - - - - - - - - - - - -
63 100 - - - - - - - - - - - -
60 58 100 - - - - - - - - - - -

5S¢ 72 73 100 - - - - - - - - - -
59 72 70 73 100 - - - - - - - - -
53 52 69 56 73 100 - - - - - - - -
47 61 59 70 61 63 100 - - - - - - -
51 69 61 72 68 57 67 100 - - - - - -
44 66 55 69 63 51 65 67 100 - - - - -
10 42 70 56 67 59 48 58 53 69 100 - - - -
11 47 63 57 65 64 51 50 54 68 75 100 - - -
12 49 54 64 64 59 53 5 53 69 61 62 100 - -
13 39 41 4 S0 48 53 50 54 54 39 50 76 100 -
14 26 29 33 29 32 29 28 36 29 31 29 45 49 100
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As matrizes de mangabeira mais semelhantes foram M12 e M13 (76% £ 0,013) e as
mais divergentes M1 e M14 (26% + 0,013). Estas informagdes podem ser visualizadas no
dendrograma (FIGURA 4.4) obtido pela relacdo da similaridade genética de Jaccard entre as
matrizes. Adicionalmente, verificou-se a formacgdo de quatro grupos distintos, grupo 1: M1,
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grupo 2 formado por 10 matrizes (M2, M3, M4, M5, M6, M7, M8 e M9, M10 e M11), grupo
3 (M12 e M13) e 0 grupo 4: M14.

0.26 0.4 054 0.65 0.76

Coeficiente de Jaccard

FIGURA 4.4 Dendrograma gerado pelo método UPGMA, baseado na similaridade de
Jaccard, para 14 matrizes de mangabeira, obtido a partir de 17 primers ISSR.

A matriz M1 foi agrupada separadamente das demais, 0 mesmo ocorreu para a matriz
M14, essa distancia genética indica variacdo genética que esses individuos estdo sujeitos
devido a fragmentacdo das areas de ocorréncia natural. Pode esta associada também ao tipo de
sistema reprodutivo da mangabeira, que reduz a perda de polen, evita a autogamia e favorece
a polinizacdo cruzada (DARRAULT; SCHLINDWEIN, 2005). Nesta ultima, ocorre a
recombinacdo de genes de diferentes plantas favorecendo assim o surgimento de novas
combinacgdes génicas e maior diversidade.

Para a mangabeira, espécie aldgama e autoincompativel, é imprescindivel a presenca
de individuos geneticamente diferentes na populacdo, bem como a presenca de polinizadores
para que ocorra a polinizacdo cruzada. Estes individuos mais divergentes sdo importantes
também na escolha de matrizes para a coleta de sementes visando o enriquecimento de
populacdes naturais ou recuperacdo de areas degradas, uma vez que vao contribuir para a
manutencdo da diversidade genética.

Para 0 método de agrupamento ACoP, gerou-se um grafico bidimensional (FIGURA
4.5). Empregando-se o primeiro e segundo componentes fornecidos pela analise, que
explicam 31,38% de variacdo das matrizes, com 17,29 (eixo 1) e 14,09% (eix03).
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FIGURA 4.5 Analise de Coordenadas Principais (ACoP) para 14 matrizes de mangabeira
(Hancornia speciosa) de populagéo natural de Sergipe.
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Com o agrupamento ACoP verificou-se a formacéo de dois grupos, sendo as matrizes
M12, M13 e M14 (grupo 2) agrupadas isoladas das demais que juntas formaram o grupo 1
(M1, M2, M3 M4, M5, M6, M7, M8, M9, M10 e M11). O agrupamento ACoP reforgou o
posicionamento das matrizes proximas agrupadas anteriormente pelo método UPGMA, porém
adicionou ao grupo a M1 que estava em um grupo isolado, 0 mesmo ocorreu para a matriz 14
que passou a compor o segundo grupo juntamente com as matrizes 12 e 13.

Considerando as diferengas de hierarquizacdo, otimizacdo e ordenacdo dos grupos é
importante o emprego de diferentes métodos de anélise, pois além de se complementarem,
impedem que inferéncias errbneas sejam adotadas na formacdo dos agrupamentos (ARRIEL
et al., 2006). A formacdo de grupos distintos indica a existéncia de diversidade genética entre
as matrizes estudadas, o conhecimento da variabilidade genética das populagdes naturais
permite entre outros, inferir sobre a sustentabilidade da populacdo, pois espécies ameacadas e
inseridas em popula¢des muito fragmentadas tendem a apresentar menor diversidade genética,
constituindo-se uma importante ferramenta no estudo de espécies pertencentes a populactes
naturais que sofrem pressdao antrdpica, assim como a mangabeira, uma vez que pode
contribuir para o desenvolvimento de estratégias de conservacdo, bem como para o
melhoramento genético considerando que a mangabeira apresenta grande potencial produtivo.

Foram obtidos o numero de alelos observados (na = 2,0) e o nimero efetivo de alelos
(ne = 1,71), ambos informam sobre a diversidade alélica e séo usados para caracterizar a
diversidade genética, outras duas importantes medidas de diversidade sdo a heterozigosidade,
avaliada por meio da diversidade genética de Nei que correspondeu a A, = 0,40 e o indice de
Shannon (1 = 0,58), considerado uma boa ferramenta para o uso de marcadores dominantes no
estudo de diversidade e que quanto mais préximo de um for o valor obtido, maior € a
diversidade (DAWSON et al., 1995). Estes valores quando comparados com outros estudos
foram semelhantes aos obtidos com marcadores dominantes ISSR em populagdes naturais de
H. speciosa da mesma regi&o, sendo na = 1,99, ne =1,61, H. = 0,37 e | = 0,53 (FREITAS,
2016).

A diversidade genética e o Indice de Shannon verificados neste estudo foram
superiores ao de populagdes do Rio Grande do Norte, sendo He = 0,18 e | = 0,26 (COSTA et
al., 2015), para populacdes de Sergipe | de 0,29 - 0,45 e H. de 0,20 a 0,31 (SILVA et al.,
2017) e para populacdes de mangabeira dos estados de Pernambuco e Alagoas estudadas por
marcadores diferentes, tais como o RAPD, foi H, = 0,17 (COSTA et al., 2011) e por
isoenzimas, correspondendo a H. = 0,36 (MARTINS et al., 2012).

A caracterizacdo molecular permitiu detectar diversidade genética moderada para as
matrizes, considerando o percentual de locos polimorficos e os valores obtidos para a
heterozigosidade e o indice de Shannon.

Considerando o agrupamento pelo método UPGMA e a ACoP, a M14 que apresentou
0s menores valores na analise biométrica, juntamente com as matrizes M5 e M6 e apresentam
32% de similaridade genética, ndo foram agrupadas juntas. As matrizes M7 e M11, que
apresentaram 50% de similaridade genética e os maiores valores para as variaveis biométricas
foram alocadas no mesmo agrupamento, que ha também outras matrizes a exemplo das M5 e
M6. Na ACoP, a matriz M14 que apresenta 45 e 49% de similaridade com as matrizes M12 e
M13, foram agrupadas juntas, para as caracteristicas biométricas avaliadas nos frutos estas
trés matrizes também apresentaram a maior variacdo. Portanto, cabe destacar que as
caracteristicas dos frutos avaliadas por marcadores morfoldgicos sofrem demasiada influéncia
ambiental, enquanto que marcadores moleculares ndo, porém, estas técnicas de caracterizacao
se complementam.

O alinhamento das informagdes obtidas com marcadores morfolégicos mesmo estes
sofrendo influéncia ambiental com os marcadores moleculares permitem identificar entre
outros, a sustentabilidade da populacdo, as matizes mais produtivas, mais préximas
geneticamente e as mais divergentes, informagdes que irdo auxiliar na tomada de deciséo para
a definicdo de estratégias para a conservacao e melhoramento da espécie.
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4.4 Conclusoes

As matrizes apresentam alta variabilidade para os caracteres biométricos e diversidade
genética moderada.

As matrizes M7, M9, M11 e M14 destacam-se como as de maior potencial para a
utilizacdo com base em caracteres de tamanho e massa dos frutos.

A populacdo em questdo poderd ser usada para a obtencdo de propagulos, a serem
empregados no estabelecimento de testes de progénies.
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5. ARTIGO 2
INTEGRIDADE FISICA E FISIOLOGICA DE SEMENTES DE MANGABA
OBTIDAS POR DIFERENTES METODOS DE BENEFICIAMENTO

Periodico submetido (ou a ser submetido): Revista Caatinga
RESUMO

Para se obter sementes de espécies nativas com frutos carnosos como os da mangabeira, na
maioria das vezes é um processo demorado e requer beneficiamento manual. Por outro lado
existem processos mais rapidos, como o beneficiamento mecénico de frutos para sucos, no
qual se obtém as sementes, que podem ser usadas para a producdo de mudas, caso apresentem
integridade fisica e qualidade fisiologica. Assim, objetivou-se avaliar o efeito do
beneficiamento na qualidade fisica e fisioldgica de sementes de mangaba. Os lotes obtidos
dos diferentes beneficiamentos foram secos por 24 h a 25 °C e em seguida analisados quanto a
qualidade fisica e fisiolégica. Empregando-se o teor de agua, a biometria, peso de mil
sementes, teste de raios X, condutividade elétrica, teste de germinacdo, primeira contagem,
comprimento e massa seca de plantulas. O peso de mil sementes correspondeu a 254,25 g,
para a biometria foram observados valores médios de comprimento de 9,98 mm, largura de
8,21 mm e espessura de 3,97 mm. A integridade fisica avaliada por meio das imagens
radiogréficas, permitiu a classificacdo das sementes quanto ao desenvolvimento do embrido e
a ocorréncia de danos, sendo as sementes obtidas do beneficiamento manual as que
apresentaram maior densidade. Independente do método de beneficiamento utilizado, nédo
houve diferencas quanto ao teor de &gua, germinacdo, primeira contagem e comprimento e
massa seca de plantulas, mas, a condutividade elétrica foi melhor para as sementes
beneficiadas mecanicamente. Os métodos de beneficiamento utilizados ndo afetam a
germinacdo das sementes de mangaba.

Palavras-chave: Hancornia speciosa, qualidade de sementes, raios X.
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ABSTRACT
THE PHYSICAL AND PHYSIOLOGICAL INTEGRITY OF THE MANGABA SEEDS
OBTAINED BY DIFFERENT METHODS OF PROCESSING

In order to obtain the seeds of native species with fleshy fruits, such as the mangabeira, most
of the time, it is a time consuming process and it requires a manual processing of the fruits.
On the other hand, there are faster processes, such as the mechanical processing of fruits, in
order to make juice, from which the seeds are able to be obtained .These seeds can be used for
the production of seedlings, if they present a physical integrity and a physiological quality.
The objective of this study was to evaluate the effects of beneficiation on the physical and
physiological qualities of mango seeds. The batches that were obtained from the different
treatments were dried for 24 hours at 25 °C and then analyzed for their physical and
physiological qualities. Their water content, their biometrics, their weight for a thousand
seeds, X-ray tests, their electrical conductivity, their germination, their first counting, together
with the seedling’s length and the dry mass of the seedlings, were all evaluated. The weight of
one thousand seeds corresponded to 254.25 g. It was observed that for their biometrics, the
average values of their length were 9.98 mm, their width was 8.21 mm and their thickness
was 3.97 mm. Their physical integrity was evaluated by means of radiographic images and
this allowed for the classification of the seeds in terms of their embryonic development and
for the occurrences of damage. The seeds that were obtained from the manual processing
operations were the ones with the highest density. Regardless of the treatment method used,
there were no differences in their water content, their germination, their first counting and the
length and dry mass of seedlings. However, their electrical conductivity was better for the
mechanically processed seeds. The processing methods did not affect the germination of the
mangaba seeds in any way.

Key words: Hancornia speciosa Gomes, seed quality, X-rays
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5.1 Introducgéo

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) é uma espécie arborea nativa do Brasil
com ampla distribuicdo pelo pais, que vem despertando interesse econémico e cientifico
devido ao seu potencial frutifero e farmacoldgico (ALMEIDA et al., 2016). A espécie é
encontrada em &reas naturais dos tabuleiros costeiros, baixadas litoraneas e cerrado, seus
frutos sdo obtidos pelo extrativismo em &reas remanescentes e 0s poucos plantios comerciais
existentes estdo na Regido Nordeste (SOARES et al., 2006). Nesta regido, destaca-se o estado
de Sergipe como o maior produtor de frutos até o ano de 2015, com 219 toneladas,
correspondendo com 33% da producéo nacional para o referido ano (IBGE, 2017).

Ainda que estudos cientificos recentes tenham demonstrado o grande potencial
farmacoldgico desta espécie (PEREIRA et al., 2015; FLORIANO et al., 2016) e da crescente
demanda por seus frutos in natura ou processados na forma de polpas, sorvetes, licores e
geleias, a espécie ainda esta em fase de domesticacdo (YOKOMIZO et al., 2017) e a obtencédo
dos seus coprodutos se dad em grande parte do Brasil pelo extrativismo, sistema que ja ndo
atende a demanda e inviabiliza o beneficiamento da fruta em larga escala (BESSA et al.,
2013; SOARES et al., 2015).

A sua propagacéo ocorre principalmente por sementes, que séo recalcitrantes e perdem
rapidamente a viabilidade por sua baixa tolerancia a dessecacdo (VIEIRA NETO et al., 2009).
As informac6es sobre o beneficiamento, a qualidade das sementes e a producdo de mudas séo
limitadas. Quanto a analise da qualidade de sementes de mangaba, normalmente € realizado o
teste de germinacdo, que se inicia no 12° dia e estende-se até o 41° dia apds semeadura
(VIEIRA et al., 2015).

A integridade fisica das sementes pode ser avaliada por meio da analise de imagens,
pela técnica de raios X, que é recomendada pela International Rules For Seed Testing
Association (ISTA) e pelas Regras para Analise de Sementes (RAS), método promissor na
analise de espécies agricolas e florestais (BRASIL, 2009; SILVA et al., 2014; MARCHI et
al., 2017) por nédo ser destrutivo (MENEZES et al., 2005; SILVA et al., 2014). Consiste na
incidéncia da radiacdo de baixa energia sobre as sementes, gerando imagens radiograficas,
que sdo utilizadas para avaliacdo das estruturas internas e a identificacdo de danos fisicos
(ISTA, 2009).

A interpretacdo da analise de raios X e sua comparacdo com os resultados de testes de
germinacdo permitem associar a integridade de partes vitais da semente ao seu potencial
fisiologico (PINTO et al., 2009). O desenvolvimento dessa técnica em sementes tambem
permite prever a ocorréncia de plantulas anormais pela comparacgéo entre a analise de imagens
e a observacdo das anormalidades pelo teste de germinacio (MONDO; CICERO, 2005).
Sendo importante o uso dos testes e técnicas da tecnologia de sementes na identificacdo de
novas fontes viaveis de propagulos para a producdo de mudas de mangabeira, visando nao
somente o enriquecimento das areas de ocorréncia natural da espécie, mas a recuperacdo de
areas degradadas e o estabelecimento de plantios comerciais.

Assim, objetivou-se avaliar o efeito do beneficiamento na qualidade fisica e fisioldgica
de sementes de mangaba.

5.2 Material e Métodos

A pesquisa foi conduzida utilizando-se frutos maduros (fruto com casca amarelada a
avermelhada, estrias avermelhadas e com textura macia) que foram submetidos a dois
processos de beneficiamento: a) manual (remogdo da polpa com &gua e friccdo do fruto em
peneira); e b) mecénico (remocao da polpa por despolpadeira mecénica). Apds despolpa, as
sementes foram colocadas para secar a 25 °C por 24 horas, para eliminagdo do excesso de
agua.
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As sementes foram submetidas a analise da qualidade fisica por meio da determinacgao
do teor de agua, biometria, peso de mil sementes e teste de raios X. Para avaliacdo da
qualidade fisiol6gica empregou-se o teste de germinagdo, primeira contagem, condutividade
elétrica, comprimento e massa seca de plantulas.

A determinacdo do teor de agua foi realizada pelo método da estufa a 105 + 3 °C
durante 24 horas, em duplicata de 10 g, de acordo com as recomendacOes das Regras para
Anélise de Sementes (BRASIL, 2009). Os resultados foram expressos em porcentagem com
base no peso umido.

Para avaliacdo do peso de mil sementes empregou-se 8 repeticdes de 25 sementes e
pesagens em balanca analitica em gramas, procedeu-se com calculo segundo critérios
estabelecidos pelas RAS (BRASIL, 2009).

Para a biometria mediu-se o comprimento, a largura e a espessura de 200 sementes
com auxilio de um paquimetro digital (Messen) com precisdo de 0,01 mm, e os resultados
expressos em milimetros.

No teste de raios X as sementes foram fixadas em fita adesiva transparente dupla face
aderida a uma folha de transparéncia e submetidas a analise radiografica para obtencdo das
imagens. A intensidade de radiacdo (25 kv) e o tempo de exposicdo (5 segundos) foram
determinados pela calibragdo automatica do equipamento Faxitron X-ray Corp modelo HP
MX-20. As imagens radiograficas foram analisadas em equipamento de captura e visualizadas
de forma digital. Por meio dessas imagens foram definidas classes de acordo com a
morfologia interna das sementes. A interpretacdo dos resultados foi realizada pela
comparagdo entre a andlise das imagens radiograficas das sementes e 0s resultados de
germinacéo e andlise de pixels pelo programa ImageJ (ABRAMOFF et al., 2004).

No teste de germinagdo, apds o teste de raios X as sementes foram distribuidas em
rolos de papel germitest, umedecido com 2,5 vezes seu peso seco com agua destilada, e
posteriormente mantidas em incubadora do tipo B.O.D. a 25 °C, com fotoperiodo de 12h L.
Cada semente usada no teste de raios X teve a sua posicdo identificada no teste de
germinacdo. A primeira contagem foi realizada no vigésimo quinto dia e a ultima aos trinta e
cinco dias apos a semeadura, computando-se a porcentagem de plantulas normais (BRASIL,
2009).

Avaliou-se o comprimento de plantulas empregando oito repeticdes de 15 plantulas
normais formadas ao vigésimo quinto dia do teste de germinacdo utilizando-se régua
centimétrica. Os resultados medios das plantulas foram expressos em centimetros. As mesmas
plantulas foram empregadas para determinacdo da massa seca. As repeticbes de cada lote
foram acondicionadas em sacos de papel, identificados e levados a estufa com circulagédo de
ar forcada e mantidas a 80 °C por 24 horas (NAKAGAWA, 1999). Apds este periodo,
determinou-se a massa para cada repeticdo em balanca com precisdo de 0,001g, o valor obtido
foi dividido pelo nimero de plantulas utilizadas obtendo-se os dados em mg/plantula
(KRZYZANOWSKI; VIEIRA; FRANCA NETO, 1999).

Para o teste de condutividade elétrica em massa, as sementes foram previamente
pesadas em balanca analitica com precisao de 0,001 g, colocadas em copos plasticos contendo
75 mL de &gua ultrapura e mantidas em incubadora do tipo B.O.D. a 25 °C por 24 horas
(BRANDAO JUNIOR et al., 1997). A condutividade elétrica foi determinada em
condutivimetro Digimed (CD-20), com resultados expressos em pS/cmg™.

O delineamento experimental empregado foi o inteiramente casualizado (DIC) com
oito repeticdes de 25 sementes, com exce¢do para o teor de dgua (2 amostras de 10 g) e
comprimento e massa de plantulas (15 plantulas). As variaveis analisadas foram testadas
quanto & distribuicdo normal de acordo com o teste de Shapiro-Wilk, quando necessario 0s
resultados foram transformados de acordo com o tipo de variavel utilizada. Os dados foram
submetidos a analise de variancia por meio do teste F e as médias foram analisadas pelo teste t
de Student a 5% de probabilidade.
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5.3 Resultados e Discussao

As sementes de mangaba possuem uma forma ovalada e achatada, com coloragao
marrom-claro e hilo central. O peso de mil sementes correspondeu a 254,25 g e seus valores
médios de comprimento, largura e espessura foram 9,98 mm, 8,21 mm e 3,97 mm,
respectivamente (TABELA 5.1).

TABELA 5.1. Biometria de sementes de mangaba (Hancornia speciosa Gomes) obtidas o
beneficiamento mecanico.

Parametros Comprimento  Largura Espessura
____________________ mm e ——————————
Maximo 10,49 10,05 5,38
Minimo 8,13 5,88 0,74
Média 9,98 8,21 3,97
Desvio padréo 0,53 1,24 0,74

Os resultados foram semelhantes aos obtidos por Gongalves et al. (2013) para
sementes de mangaba coletadas no estado do Mato Grosso, com comprimento, largura e
espessura e massa de mil sementes correspondentes a 9,43 mm, 7,45 mm e 3,42 mm e 268,38
g, respectivamente.

A diferenca do tamanho de sementes dentro de uma espécie esta relacionada com as
variacOes do ambiente onde estd a planta-mae. A limitacdo do recurso de energia devido a
temperatura, estrutura do solo, irradiacdo solar e outros fatores ambientais, fazem com que a
planta-mée produza sementes de tamanho variado, o que podera promover diferencas nas
respostas de germinacéo da espécie (BASKIN e BASKIN, 1998; FERREIRA; BORGHETTI,
2004).

Para a espécie Eugenia dysenterica com caracteristicas de recalcitrancia, assim como a
mangabeira, foi constatado que as sementes maiores possuiam maior velocidade de
emergéncia, altura e nimero de folhas (NIETSCHE et al., 2004). Verificou-se ainda que
sementes grandes de E. dysenterica obtidas de frutos coletados no solo sdo mais vigorosas e
que no processo de producdo de mudas, a separacdo das sementes em diferentes tamanhos
pode ser utilizada para selecdo de materiais com uniformidade no vigor (DUARTE et al.,
2008).

A biometria de sementes pode ainda ter valor no diagnostico para diferenciar a espécie
dentro do género (PEREIRA; FERREIRA, 2017). Salienta-se que para as sementes de
mangaba ainda ndo foi possivel estabelecer tais correlagdes em funcdo da grande variacdo no
tamanho das sementes dentro da espécie e muitas vezes na mesma arvore e informacdes
acerca da ploidia da espécie, sdo limitadas, o que poderia explicar parte da variacao.

Por meio dos resultados obtidos com a andlise das sementes oriundas do
beneficiamento manual e mecanico, foi possivel verificar diferencas significativas para a
condutividade elétrica (TABELA 5.2).

TABELA 5.2 Resumo da Analise de Variancia (ANAVA) para a avaliacdo de sementes
beneficiadas pelo processo manual e mecanico.

Variaveis CV (%) QM F
Teor de agua 1,27 0,90 0,30™
Porcentagem de germinacao 11,70 100,0 0,32
Primeira contagem 11,70 100,0 0,32"™
Comprimento da parte aérea 11,96 0,39 0,40™
Comprimento da raiz 9,75 2,53 0,24"™
Massa seca de plantulas 5,64 0,00 0,01

Condutividade elétrica 9,19 93,12 0,007
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*Significativo e ns — néo significativo a 5% (p<0,05).

Nos processos de beneficiamento, as sementes continham teor de 4gua acima de 50%.
Na literatura séo relatados teores de &gua para as sementes de mangaba variando de 48% a
56% (MASETTO et al., 2016; SANTOS et al., 2010).

Para que as sementes de mangaba permanecam viaveis, o elevado teor de agua é de
fundamental importancia devido a sua recalcitrancia, entretanto, durante a realizagdo do teste
de raios X, o contetdo de &gua nas sementes é uma variavel a ser ponderada, considerando
sua influéncia na qualidade das imagens radiograficas. Quanto maior for esse conteido menor
ser a qualidade das imagens (SILVA et al., 2014). Assim, se faz necessario para uso do teste
em sementes recalcitrantes um equilibrio, em que o teor de agua das sementes permita a
obtencdo das imagens sem comprometer a viabilidade.

A aplicagdo do teste de raios X em estudo com sementes recalcitrantes de E.
dysenterica, permitiu estabelecer relacdo direta entre 0 aumento do espaco livre dentro das
sementes, ocasionado em funcdo do decréscimo do conteldo de agua e detectado pelas
imagens radiogréaficas, com a diminuicdo no surgimento de plantulas durante a germinagédo
(SILVA et al., 2017).

De acordo com as imagens radiograficas, as sementes oriundas dos métodos de
beneficiamento foram divididas em duas categorias: sementes cheias aquelas que apresentam
boa formacdo do embrido e ndo foram verificados espacos vazios, sendo 93% das sementes
obtidas do beneficiamento manual e 91% do beneficiamento mecénico, inseridas nesta
categoria; e sementes com danos nas quais foram verificados espagos vazios, sendo 7%
(manual) e 9% (mecénico) inseridas nesta categoria (FIGURA 5.1).

. B
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FIGURA 5.1 Imagem radiografica de semente classificada como cheia (A), gréafico
tridimensional (B), plantula normal (C), semente com dano (D), grafico tridimensional (E) e
plantula anormal (F) de mangaba (Hancornia speciosa Gomes).

Relacionando as imagens radiograficas com o teste de germinacdo, percebe-se que
para 0s dois métodos de beneficiamento as sementes duras ou mortas, observadas no teste de
germinacdo, estavam inseridas na categoria de sementes com danos identificadas pelo teste de
raios X. Do mesmo modo, sementes identificadas como cheias pelas imagens radiograficas
formaram plantulas normais durante a germinagdo (FIGURA 5.2).
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FIGURA 5.2 Percentual de plantulas normais na germinacéo e sementes cheias identificadas
pelos raios X para sementes de mangaba (Hancornia speciosa Gomes) obtidas do
beneficiamento manual e mecanico.

Relacionando as diferentes classes do teste de germinacdo com a densidade de pixel
obtida pela andlise das imagens radiograficas das sementes, verificou-se que sementes
beneficiadas manualmente apresentaram maior densidade para todas as classes analisadas.
Percebe-se também que independente do método de despolpa, para os maiores valores na
densidade ocorre a formagéo de plantulas normais (FIGURA 5.3).
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FIGURA 5.3 Densidade média de pixels para sementes mortas (SM), duras (Du), plantulas
anormais (PA) e plantulas normais (PN) de mangaba (Hancornia speciosa Gomes) obtidas do
beneficiamento manual e mecanico.

Estes dados indicam que a densidade de pixel observada para cada semente pode esta
associada com a formacéo de plantulas normais, assim para os maiores valores de densidade €
esperada a formacdo de plantulas normais.

A eficiéncia do teste de raios X no estudo da morfologia interna das sementes de
espécies arboreas vem sendo relatada em diversos estudos, tais como, a avaliacdo dos efeitos
da predagéo de Callosobruchus maculatus sobre a germinacdo e vigor de sementes de
Pityrocarpa moniliformis (CORREA et al., 2017). Foi possivel verificar anormalidades
embrionarias em sementes de Terminalia argéntea (GOMES et al., 2014) e a relacdo das
imagens radiograficas com o potencial fisiologico das sementes de Tabebuia heptaphylla
(Vell.) Toledo (AMARAL et al., 2011).
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Considerando a relagéo verificada entre o percentual de sementes cheias, identificadas
pelos raios X e a formagéo de plantulas normais no teste de germinacéo, o teste de raios X
mesmo ndo fornecendo informacGes sobre a qualidade fisiologica das sementes permite a
separacdo e identificacdo de sementes dentro dos lotes aptas para a formagdo de plantulas
normais e, portanto, vem como uma alternativa rapida e eficiente a ser empregada no estudo
da qualidade de lotes de sementes de mangaba.

Os valores médios para a qualidade fisiolégica das sementes de mangaba estdo
descritos na Tabela 5.3. E possivel observar que, independentemente do método de despolpa,
0s porcentuais de germinacdo foram altos, e conforme esperados para espécies arbdreas
nativas, com valores acima de 80%.

TABELA 5.3 Média e p-valor (teste t de Student) para comparacdo dos resultados obtidos em
funcdo do beneficiamento manual e mecénico para as variaveis germinagdo (%G), primeira
contagem (PG), comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da raiz (CR), massa seca de
plantulas (MSP) e condutividade elétrica (CE) para sementes de mangaba (Hancornia
speciosa Gomes).

Despolpa %G PC CPA(cm) CR(cm) MSP(mg) CE (uS/cmg?)
Manual 81 81 5,9 13,1 0,089 12,4
Mecanica 86 86 6,2 13,9 0,096 7,5
p-valor’  0,3234"™ 0,3234™  0,4006™ 0,2469™  0,0167 0,0000"

Teste t de Student. *Médias diferem (na coluna) ao nivel de 5% de probabilidade. ns - ndo
significativo, médias ndo diferem.

Para a obtencdo de elevados percentuais de germinacdo quando se trabalha com
sementes recalcitrantes, entre os fatores a se considerar, tem-se necessidade de um periodo
curto entre o beneficiamento e a semeadura, além da completa remoc¢éo da polpa, que contém
compostos fendlicos que inibem a germinacdo (SOARES et al., 2008). Nesse sentido, 0
beneficiamento mecanico é uma opc¢éo a ser considerada por apresentar germinacao que ndo
se diferencia estatisticamente do manual com a vantagem da obtencdo mais rapida das
sementes.

N&o houve diferenca na primeira contagem para os dois métodos de beneficiamento
das sementes de mangaba e em ambos houve alta porcentagem aos vinte e cinco dias, acima
de 80%. Na literatura tem sido relatada variacdo para sementes de mangaba avaliadas aos 35
dias, para as quais se verificou 67% de plantulas normais quando ndo passam pelo processo
de secagem e apenas 9% para sementes apos 144 horas de secagem (SANTOS et al., 2010).
Essa diferenca pode esta associada entre outros fatores, com o vigor dos lotes, sendo que 0s
lotes avaliados neste estudo sdo considerados mais vigorosos, uma vez que apresentaram
maior percentual de plantulas normais na primeira contagem e em menor periodo.

A rapida germinacdo é uma vantagem para o estabelecimento das plantulas em
condicdes de campo (PARSONS, 2012) e é uma caracteristica da maioria das espécies
recalcitrantes, que também apresentam o tegumento das sementes fino e permeavel a agua,
aléem do embrido completamente desenvolvido no momento da dispersdo (FRANCHI et al.,
2011).

Algumas espécies recalcitrantes germinam logo apés a dispersdo formando um banco
de plantulas no sub-bosque da floresta (TWEDDLE et al., 2003), e a rapida transi¢cdo da
maturacdo para a germinacdo é a principal estratégia de sementes recalcitrantes, cuja
viabilidade é rapida (OBROUCHEVA,; SINKEVICH; LITYAGINA, 2016).

Adicionalmente, os resultados obtidos para a germinacdo e primeira contagem por
serem semelhantes podem indicar a necessidade de reducdo do periodo estabelecido para a
primeira contagem e duracdo total do teste de germinagdo. Nesta perspectiva, considerando
gue a espécie € nativa e muitos dos testes para a analise de sementes ndo correspondem com
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as especificidades da mesma, estudos adicionais podem ser realizados com diferentes lotes de
sementes de mangaba visando identificar o periodo adequando para a espécie.

Os dados referentes ao vigor determinado pelo comprimento da parte aérea e raiz, 5,9
cme 13,1 cm (manual) e 6,2 cm e 13,9 cm (mecanico), ndo diferiram estatisticamente para 0s
dois métodos de beneficiamento e corroboram com os dados da primeira contagem indicando
maior vigor para estes lotes, considerando que os valores observados neste estudo para o
comprimento da parte aérea e raiz, também s&o superiores aos valores reportados na literatura
para mangaba, que corresponderam a 4,96 cm e 8,5 cm (SANTOS et al., 2010). Para a massa
seca de plantulas, houve diferenca significativa entre os métodos de beneficiamento, sendo a
maior massa verificada para as plantulas do beneficiamento mecanico 0,096 mg/pléantula
enquanto que para o manual foi 0,089 mg/plantula, valores superiores aos observados por
Pinto et al. (2014) que variou de 0,04 a 0,05 mg/plantula e semelhantes os obtidos por Barros
(2006) para beneficiamento manual e mecénico que correspondeu a 0,1 mg/plantula.

E importante destacar que além dos fatores bidticos, a qualidade e a quantidade de
reservas, bem como a morfologia funcional dos cotilédones, exercem influéncia sobre o
estabelecimento, desenvolvimento e sobrevivéncias das plantulas, e que plantulas maiores e
com maior massa sdo consideradas mais vigorosas e com maior potencial para a
sobrevivéncia em campo (MELO et al., 2004), logo, os métodos de beneficiamento nao
afetaram o vigor das sementes que produziram plantulas também vigorosas.

Para a condutividade elétrica observou-se diferenca significativa entre os dois metodos
de beneficiamento, sendo 12,4 pS/cm g™ (manual) e 7,5 puS/cm g* (mecanico). Estudo
semelhante foi realizado testando-se a condutividade em sementes beneficiadas manual e
mecanicamente obtendo-se valores de 24,5 uS/cm g* (manual) e 23,5 pS/cm g*
(despolpadeira) (BARROS et al., 2006). Verificou-se ainda valores de condutividade elétrica
para sementes de mangaba variando entre 33,4 a 50,3 pS/cm g™ (BARROS et al., 2010).

De acordo com os resultados obtidos é possivel verificar que o beneficiamento manual
apresenta alteracdes nos sistemas de membranas das sementes, contudo, sdo pequenas e ndo
promoveram reducdo na viabilidade e no vigor, resultados confirmados pelas porcentagens
semelhantes nos dois métodos para a germinacgédo, primeira contagem, comprimento da parte
aérea e raiz e massa seca de plantulas.

Os resultados referentes a viabilidade e vigor das sementes de mangaba obtidas pelo
beneficiamento manual e mecanico, por serem semelhantes, indicam que os dois métodos
permitem a obtencao de sementes capazes de produzirem plantulas normais e vigorosas. Esta
informacdo tem grande relevancia uma vez que pode contribuir para o direcionamento de
sementes da inddstria de polpa de frutas, que sdo consideradas como residuos, para a
producdo de mudas a serem empregadas em plantios de mangabeira.

5.4 Conclusodes

Os métodos de beneficiamento utilizados ndo afetam a germinacdo das sementes de
mangaba.
Os lotes avaliados apresentam sementes vigorosas.
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6. ARTIGO 3
VIABILIDADE DE SEMENTES DE Hancornia speciosa GOMES ARMAZENADAS
EM DIFERENTES SOLUCOES OSMOCONDICIONANTES

Periodico a ser submetido: Revista Caatinga
RESUMO

O grande desafio € a conservacao de recursos genéticos, que exige para a maioria das espécies
florestais, ajustes metodoldgicos visando a manutencdo da conservacdo da viabilidade ao
longo do tempo. A dificuldade se amplia para a conservagdo de sementes recalcitrantes, ou
seja, sensiveis a dessecacdo e a0 armazenamento a baixas temperaturas, como é o caso da
mangaba. Assim, objetivou-se avaliar a manutencdo da viabilidade de sementes de mangaba,
ap6s armazenamento em solu¢cBes osmocondicionantes. As sementes foram despolpadas
manualmente, determinou-se a qualidade inicial e procedeu-se 0 armazenamento em quatro
diferentes soluges osmocondicionantes com potencial de -0,8 MPa (A, B, C e D) pelos
periodos de 0, 50, 100, 150 e 200 dias em condi¢des de temperatura e luz controladas. As
sementes foram avaliadas quanto a germinacéo, condutividade elétrica, teor de dgua e RNA.
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em parcelas subdivididas no tempo
com 8 repeticOes de 25 sementes para cada tratamento, e os dados submetidos a analise de
variancia, regressdo e comparagdo de médias. Verificou-se interagdo significativa entre os
periodos de armazenamento e as solugdes testadas para a condutividade elétrica, 0 mesmo nédo
ocorreu para o teor de dgua e germinacdo. Para crescentes periodos de armazenamento ocorre
reducdo da viabilidade e vigor das sementes independente da solucdo utilizada, entretanto,
sementes armazenadas na solucdo B mantiveram a qualidade e integridade do RNA. Sementes
de H. speciosa podem ser conservadas por até 50 dias e a solucdo osmocondicionate B foi
eficiente na manutencdo da qualidade e integridade do RNA.

Palavras-chave: Conservacao, germinacdo, mangaba.
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ABSTRACT
THE SEED VIABILITY OF Hancornia speciosa GOMES WHEN STORED IN
DIFFERENT OSMOCONDITIONING SOLUTIONS

The major challenge in the conservation of genetic resources, which is required for most
forest species, are methodological adjustments aimed at maintaining the viability of
conservation over time. The difficulty of this conservation conundrum extends to the
conservation of recalcitrant seeds that are sensitive to desiccation and storage at low
temperatures, as in the case of the mangaba species. The objective of this study was to
evaluate the maintenance of viability of mangaba seeds after storage in osmoconditioning
solutions. The seeds were manually cleansed and their initial quality was determined. Their
storage was then carried out in four different osmoconditioning solutions (A, B, C and D)
with a potential of -0.8 MPa, for periods of 0, 50, 100,150 and 200 days, under controlled
temperature and light conditions. The seeds were evaluated for their germination, their
electrical conductivity, their water content and their RNA. The experimental design was
completely randomized in a 5x4 factorial scheme of plots with 8 replicates of 25 seeds for
each treatment. The data was submitted to an analysis of variance, regression and a
comparison of means. There was a significant interaction between the different storage
periods and the solutions were tested for their electrical conductivity; the same interactions
did not occur for their water content or their germination. For the increasing periods of
storage, the viability and the vigor of the seeds were independent of the solution used.
However, the seeds that were stored in solution B maintained their quality and their integrity
of the RNA. The seeds of H. speciosa Gomes were able to be conserved for up to 50 days.
The osmoconditioning solution B was efficient in maintaining their quality and their integrity
of the RNA.

Key-words: conservation, germination, mangaba.
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6.1 Introducéo

Hancornia speciosa Gomes (mangabeira) € uma espécie arborea nativa do Brasil, 0
fruto, conhecido como mangaba € uma rica fonte de vitaminas e nutrientes que pode ser
consumido in natura ou processado e apresenta grande potencial para a agroindustria
(LEDERMAN, 2000; SILVA et al., 2017).

A mangabeira é utilizada ainda na medicina popular e estudos cientificos recentes
mostram que coprodutos importantes com potencial farmacolégico podem ser extraidos da
planta. No latex, exsudado por toda parte da planta, verificou-se acdo anti-inflamatéria
(MARINHO et al., 2011), angiogénese (ALMEIDA et al., 2014) e agdo osteogénica
(FLORIANO et al., 2016) e em suas folhas sdo encontrados compostos bioativos que
permitem o controle efetivo da pressao arterial (SILVA et al., 2011) e diabetes (PEREIRA et
al., 2015).

Esta espécie ocorre naturalmente em quase todos os estados do Brasil, e sua principal
forma de propagacdo € por sementes, que sdo recalcitrantes e perdem rapidamente a
viabilidade em condigdes ambiente (SOUZA et al., 2007; MASETTO; SCALON, 2014).
Apesar do grande potencial frutifero e farmacoldégico da mangabeira, seu germoplasma
encontra-se bastante ameacado devido a reducdo das areas remanescentes dos ecossistemas,
nos quais a espécie ocorre, em virtude da fragmentacdo florestal, expansdo imobiliaria e
aumento das areas cultivadas com cana-de-agucar, coqueiro, pastagens, entre outras atividades
(SANTOS et al., 2010).

A crescente devastacdo da vegetacdo nativa traz um grande desafio, a conservacdo dos
recursos genéticos, que ocorre por meio de bancos ou colegdes de germoplasma. A
conservacdo pode ser no habitat natural (in situ), em condicGes diferentes (ex situ) ou ainda a
combinacgédo desses métodos (BRASIL, 2000).

Entre as estratégias de conservacdo ex situ, 0 armazenamento de sementes € uma das
mais utilizadas, e quando ocorre de forma adequada permite prolongar a qualidade fisioldgica
e reduz a velocidade de deterioracdo da semente (UMARANI; AADHAVAN; FAISAL,
2015). Entretanto, devido as caracteristicas especificas das sementes de cada espécie, séo
necessarios ajustes metodologicos visando a manutencao da viabilidade ao longo do tempo.

A dificuldade desta conservacdo se amplia para as sementes recalcitrantes, que sdo
sensiveis a dessecacdo e ao armazenamento sob baixas temperaturas. Para estas sementes,
durante o armazenamento ocorre a reducdo da qualidade fisioldgica, iniciando o processo de
deterioracdo, que envolve uma série de alteragdes fisiologicas, bioquimicas e fisicas
ocasionando a perda da viabilidade da semente (UMARANI; AADHAVAN; FAISAL, 2015).

A viabilidade e vigor das sementes recalcitrantes durante o armazenamento s6 podem
ser mantidos em meio hidratado e na temperatura mais baixa que as sementes tolerem, além
da necessidade de minimizar a incidéncia de microrganismos (BERJAK; PAMMENTER,
2008). Salienta-se que 0 método de armazenamento depende ainda de especificidades da
espécie, portanto, ndo foi desenvolvida uma alternativa eficiente para o armazenamento em
longo prazo dessas sementes (WEN, 2009).

Portanto, é necessaria a busca de alternativas que contribuam com a conservacdo e
implantacdo de areas de producdo da espécie. Assim, com o presente trabalho, objetivou-se
avaliar a manutencdo da viabilidade de sementes de mangaba armazenadas em solucdes
osmocondicionantes.

6.2 Material e Métodos

Frutos maduros de mangabeira (fruto com casca amarelada a avermelhada, estrias
avermelhadas e com textura macia) foram beneficiados manualmente. As sementes obtidas
foram lavadas e postas para secar em condi¢do ambiente (25 °C) por 24 horas. ApoOs esse
periodo foi retirada uma aliquota do lote de sementes e procedeu-se com a avaliagcdo da
qualidade inicial do lote de sementes por meio da determinacdo do teor de A&gua,
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condutividade elétrica, raios X, germinacdo, qualidade e integridade do &cido ribonucleico -
RNA.

A porcéo restante de sementes foi subdividida em sachés, contendo 500 sementes. Os
sachés foram acondicionados em recipientes de vidro contendo quatro diferentes solucbes
osmocondicionantes com potencial de -0,8 MPa, sendo A, B (com adicdo de fungicida
natural), C (com adicdo de fungicida comercial) e D (com adic¢do de fungicida comercial). Em
cada recipiente foram postas 2.000 sementes, sendo armazenado um total de 8.000 sementes,
mantidas em B.O.D. com temperatura de 10 °C. Aos 50, 100, 150 e 200 dias de
armazenamento as sementes foram submetidas as mesmas avaliagdes para determinacdo da
qualidade inicial com excecéo do teste de raios X.

6.2.1 Determinacao do teor de agua

A determinacdo do teor de &gua foi realizada pelo método da estufa a 105 + 3 °C
durante 24 horas, em duplicata de 10 g, de acordo com as recomendagfes das Regras para
Anélise de Sementes (BRASIL, 2009). Os resultados foram expressos em porcentagem com
base no peso umido.

6.2.2 Condutividade elétrica

O teste foi realizado com 8 repeticdes de 25 sementes, pesadas e colocadas em 75
mL de agua ultrapura, mantidas em incubadora do tipo B.O.D. a 25 °C por 24 horas. Os
valores de condutividade elétrica foram obtidos e expressos em pS/cm g* (BRANDAO
JUNIOR et al., 1997).

6.2.3 Raios X

Foram empregadas 8 repeticGes de 25 sementes fixadas em fita adesiva transparente
dupla face aderida a uma folha de transparéncia e submetidas a analise radiografica para
obtencdo das imagens. A intensidade de radiacdo (25 kv) e o tempo de exposicdo (5
segundos) foram determinados pela calibracdo automatica do equipamento Faxitron X-ray
Corp modelo HP MX-20. As imagens radiograficas foram analisadas em equipamento de
captura e visualizadas de forma digital. Por meio dessas imagens foram definidas classes de
acordo com a morfologia interna das sementes. A interpretacdo dos resultados foi realizada
pela comparacgdo entre a analise das imagens radiograficas das sementes e os resultados de
germinacdo (BRASIL, 2009).

6.2.4 Germinacgao

No teste de germinacdo as 8 repeticoes de 25 sementes foram distribuidas em rolo de
papel tipo germitest, umedecido com 2,5 vezes o peso seco dos papeis em agua destilada e
mantidas em incubadora do tipo B.O.D. a 25 °C, com fotoperiodo de 12h. No vigésimo quinto
dia realizou-se a primeira contagem e a Ultima aos trinta e cinco dias ap0s a semeadura,
computando-se a porcentagem de plantulas normais (BRASIL, 2009).

6.2.5 Comprimento de plantulas

Na determinacdo do comprimento de plantulas, efetuou-se a medida das partes (raiz
primaria e hipocotilo) de 8 repeticbes de 15 plantulas normais obtidas da primeira contagem
de germinacdo, utilizando-se uma régua centimétrica. Os resultados médios por plantulas
foram expressos em centimetros.

6.2.6 Massa seca de plantulas
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As plantulas normais obtidas no teste de germinagao foram acondicionadas em sacos
de papel identificados e levadas a estufa com circulacéo de ar forcada, com temperatura de 80
°C por um periodo de 24 horas (NAKAGAWA, 1999). Apds este periodo, verificou-se a
massa em balanga com precisdo de 0,001 g, o valor obtido foi dividido pelo nimero de
plantulas utilizadas obtendo-se os dados em mg/plantula (KRZYZANOWSKI; VIEIRA,
FRANCA NETO, 1999).

6.2.7 Extracdo de RNA e avaliacédo da integridade do RNA

O RNA foi extraido de embrifes de sementes de mangaba antes do armazenamento e
apos serem armazenadas em solugcdes osmocondicionantes por diferentes periodos usando o
kit comercial Nucleospin® RNA 1l (Macherey-Nagel), de acordo com as instrucées do
fabricante. Para o controle, foram utilizadas sementes que ndo haviam sido armazenadas. A
integridade, qualidade e quantidade de RNA extraido foram avaliadas por meio de
nanospectofotometria a 260, 230 e 280 nm. Para avaliar a integridade do RNA, 1 pug de RNA
das sementes ndo armazenadas (QI) e das sementes armazenadas pelo periodo de 50 dias, foi
submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida a 1,0%, corado com prata e visualizado em
transiluminador de luz branca.

6.2.8 Delineamento e analise estatistica

O delineamento experimental empregado foi o inteiramente casualizado com parcelas
subdivididas, sendo 4 parcelas solu¢cdes osmocondicionantes: A, B, C e D e 4 subparcelas
periodos de armazenamento: 50, 100, 150 e 200 dias. As variaveis analisadas foram testadas
quanto a distribuicdo normal de acordo com o teste de Shapiro-Wilk, quando necessario 0s
resultados foram transformados de acordo com o tipo de varidvel utilizada. Os dados foram
submetidos a analise de variancia por meio do teste F, regressdo e comparacdo de meédias
(Tukey) ao nivel de 5% de probabilidade.

6.3 Resultados e Discussao
6.3.1 Qualidade inicial

Para a avaliacdo da qualidade inicial das sementes de mangaba, obteve-se teor de dgua
de 55,6% e 78% de germinacdo, o comprimento da parte aérea, raiz e a massa seca de
plantulas foram 5,92 cm, 10,26 cm e 89,259 mg/plantula, respectivamente. A condutividade
elétrica correspondeu a 10,0 pS/cm g™ e a avaliacdo da integridade fisica das sementes pelo
teste de raios X, permitiu a classificacdo das sementes em cheias (88%), sementes bem
formadas e que ndo apresentaram espacos vazios e com danos (12%) aquelas que apresentam
alteracdes na formacdo das estruturas internas ou espacos vazios (FIGURA 6.1).
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FIGURA 6.1 Radiografia de semente cheia (A), imagem 3D (B); plantula normal (C),
radiografia de semente com dano (D), semente deteriorada (E) e imagem 3D (F) de mangaba
(Hancornia speciosa Gomes).

A concentracdo do RNA obtido a partir de embriGes das sementes foi de 55,5 ng/uL e
para a qualidade obtida pela relacdo de A260/280 verificou-se 1,457. Apesar destas
informacBes ndo serem obtidas por meio de um método de avaliacdo da qualidade de
sementes, podem ser utilizadas como um indicativo de que as sementes estdo viaveis uma vez
que o RNA ¢é uma molécula sensivel as alteracfes que ocorrem nas sementes quando estdo em
processo de deterioracéo.

Salienta-se que a qualidade das sementes esta associada a atributos genéticos, fisicos,
fisiologicos e sanitarios, essas informacgdes sdo determinantes para a tomada de decisdo na
escolha do lote a ser conservado no armazenamento e/ou utilizado na producdo de mudas,
nesta perspectiva, considerando os resultados obtidos, o lote apresenta potencial para o
armazenamento.

6.3.2 Armazenamento

Para as sementes armazenadas, foi verificado o efeito entre as solucdes
osmocondicionantes e 0s periodos de armazenamento para a condutividade elétrica, o
comprimento da raiz e massa seca de plantulas, o mesmo nao ocorreu para o teor de agua,
comprimento da parte aérea e o percentual de germinacdo. Nestas Ultimas variaveis foi
verificado o efeito para o tempo (TABELA 6.1).

TABELA 6.1 Resumo da Analise de Variancia (ANAVA) para a avaliacdo do teor de agua
(TA), condutividade elétrica (CE), germinacdo (%G), comprimento da parte aérea (CPA),
comprimento da raiz (CR), massa seca de plantulas (MSP) de sementes de mangaba
(Hancornia speciosa Gomes) armazenadas por diferentes periodos em solucdes
osmocondicionantes.

FV GL TA (%) G (%) CPA(cm) CR(cm) MSP(g) CE (uS/cmgh)
Solugdio 3  68,89™ 0,038™ 0,31™ 0,19™ 727" 137,09
Tempo 3 844™ 405 12,59 27,01 538,01 3754,79

S*T 9  12,14™ 0,009® 0,20 0,27™ 7,097 64,13

Média 57,71 14,44 1,52 1,77 34,38 23,05

CV 1 (%) 6,03 72,91 37,08 24,86 59,75 23,05

CV 2 (%) 4,79 27,08 13,26 20,48 30,15 6,74

* Significativo e ns - ndo significativo a 5% (p<0,05).
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Para 0 teor de &gua das sementes ndo houve efeito das diferentes solugdes
osmocondicionantes durante o periodo de armazenamento e as solugdes foram capazes de
manter o teor de umidade acima de 50% para todos os periodos de armazenamento, sendo
Solugdo A (59,66%), B (53,32%), C (59,19%) e D (58,67%). O alto teor de &4gua observado é
caracteristico das sementes recalcitrantes, pois ndo sofrem secagem na planta mée e sdo
liberadas para o0 ambiente com alto teor de 4gua (ROBERTS, 1973).

A manutengdo do teor de agua nas sementes durante o armazenamento € uma das
condi¢cbes necessarias para que permanecam Viadveis, pois reduz a possibilidade de danos
fisicos na semente decorrentes da desidratacdo. Esse dano refere-se a alteragcdes na estrutura
dos vaclolos que sdo proeminentes nas sementes recalcitrantes, ao citoesqueleto e as
membranas celulares, ocasionando a falta de suporte intracelular e organizagdo estrutural que
culminam na perda de viabilidade das sementes (FARRANT et al., 1992; FARRANT et al.,
1997).

No armazenamento de sementes de pitombeira (Talisia esculenta (A. St. Hil)), de
comportamento recalcitrante assim como as de mangaba, verificou-se redugdo no teor de agua
de 40 a 24% no 15° dia do armazenamento, ocasionando redugdo da taxa de germinacao
(SENA et al., 2016).

O menor teor de agua que mantém a viabilidade das sementes recalcitrantes varia
muito em fungé@o das espécies, a exemplo para Theobroma cacao que 0 menor teor de agua
seguro corresponde a 23%, enquanto que para Avicennia marina € de 61,5% (MUMFORD;
BRETT 1982; FARRANT et al, 1996). Para sementes de mangaba teor de agua
correspondente a 43% n&o prejudica a germinacdo, enquanto que para teor de agua de 38%
ocorre decréscimo gradativo da germinacdo (SANTOS et al., 2010).

Mesmo com a manutengdo do teor de dgua nas sementes, 0 aumento do periodo de
armazenamento ocasionou reducdo do percentual de germinacdo independente da solucéo
osmocondicionante utilizada, ocorrendo um decréscimo na germinacdo de 37% aos 50 dias e
86% para 100 dias quando comparado com a germinacdo obtida para a qualidade inicial. A
partir de 130 dias ndo foi possivel a manutencdo da viabilidade das sementes (FIGURA 6.2).
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FIGURA 6.2 Germinacdo de sementes de mangaba (Hancornia speciosa) armazenadas por
diferentes periodos.

Germinagao (%)

No periodo de 100 dias foi observada a presenca de microrganismos nas sementes de
mangaba, o que ocasionou reducdo da qualidade. Aos 150 e 200 dias a incidéncia de fungos
foi acentuada, resultando na morte de todas as sementes. Cabe salientar que as solugdes C e D
continham em sua formulagéo fungicidas comerciais nas doses recomendadas.

O percentual de germinagéo para sementes recalcitrantes armazenadas varia em funcéo
da espécie, que podem apresentar 5% no 10° dia conforme verificado para Aquilaria
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malaccensis Lamk (TABIN; SHRIVASTAVA, 2015), 99% para Hevea brasilliensis Muell.
Arg. no 18° dia (CHARLOQ et al., 2016) e 64% aos 180 dias de armazenamento para
Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze (GARCIA et al., 2014). Para sementes de mangaba,
Freitas (2016) obteve 81 e 18% para o armazenamento durante 60 e 90 dias, valores
semelhantes aos obtidos neste estudo.

O decréscimo da germinacdo em funcdo dos periodos de armazenamento é resultante
da alta incidéncia de fungos que aceleram 0s processos deteriorativos decorrente dos danos
que afetam estas sementes durante o armazenamento, principalmente metabdlicos, devido a
alta taxa respiratoria e do metabolismo. Fatores macro e micromoleculares podem ocorrer
durante o armazenamento e afetam a viabilidade das sementes (PAMMENTER; BERJAK,
2000).

Outro agravante que pode contribuir para que processos deteriorativos e oxidativos
ocorram nas sementes de mangaba, é a presenca de maior teor de lipideos na sua composicao
quimica (teor de 6leo 27,33 + 0,37%, proteinas 12,10 + 1,60%, fibras 11,98 + 0,46%, celulose
17,07, hemicelulose 22,57 e lignina 10,16%), considerando que estes apresentam maior
instabilidade quimica e podem ocasionar deterioracdo mais rapida do que para as sementes
amilaceas ou protéicas, por meio das reac@es hidroliticas formando o hiper6xido (SANTOS et
al., 2015; HARRINGTON, 1972).

A alta taxa metabolica leva a atividade descontrolada de radicais livres, geracdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e a peroxidacdo lipidica, resultando em danos a
membrana e a geracdo de subprodutos toxicos e dano oxidativo ao DNA, situacdo que se
agrava devido a falha do sistema de reparacdo nas celulas culminado na perda da viabilidade
das sementes (FINCH-SAVAGE; PRAMANIK; BEWLEY, 1994; MCDONALD, 1999;
VARGHESE et al., 2011).

Para 0 comprimento da parte aérea, raiz e a massa seca de plantulas, verificou-se que
as sementes armazenadas nas solucbes B e C apresentaram 0s maiores valores quando
armazenadas no periodo de 100 dias, enquanto que aquelas armazenadas nas solucées A e D
apresentaram plantulas menores e com menor massa. Nos demais periodos de armazenamento
ndo houve diferencas entre as solugdes osmocondicionantes (TABELA 6.2).

TABELA 6.2 Desdobramento da solucdo dentro dos diferentes periodos de armazenamento
para as variaveis comprimento da parte aerea (CPA), comprimento da raiz (CR) e massa seca
de plantulas (MSP).

Periodo de Solugcbes osmocondicionantes -0,8MPa
armazenamento (dias) A B C D
Comprimento da parte aérea (cm)

50 4,43 ab 522 a 3,88 ab 2,92b

100 1,78 b 3,08 a 3,60 a 1,95b

150 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a

200 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a

Comprimento da raiz (cm)

50 7,77 a 7,60 a 6,17 a 6,58 a

100 3,13b 5,49 a 580a 3,96 b

150 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a

200 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a

Massa seca de plantulas (mg/plantula)

50 78,18 a 75,00 a 77,69 a 73,36 a

100 45,00 b 80,75 a 77,00 a 43,25 b

150 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a

200 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a

Médias seguidas pelas mesmas letras minascula na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
probabilidade.
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Estes resultados indicam que € possivel armazenar as sementes de mangaba, contudo,
havera reducdo no vigor destas sementes durante o armazenamento, sendo que no periodo de
50 dias foram observados os valores mais proximos daqueles obtidos para a qualidade inicial
em todas as solucgdes e aos 100 dias as solucbes B e C possibilitaram a formacéo de plantulas.
mais vigorosas (FIGURA 6.3).

-1 120 -
E =
o
= 10 £ 100 1
3 <
< = 80
S £
o ~
E [<5}
£ g 40
£ 8
S S 20
! ! 0 T T . .
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
Periodo de armazenamento (dias) Periodo de armazenamento (dias)
+ Soluco A y = 0,000x*-0,093x+10,81 R? = 0,966 + Solugéo Ay = 0,000’ - 0,583x + 95.96 R” = 0,933
m Solugdo B y = 6E-05x2-0,067x+10,57 R2 = 0,943 w Solugiio B y=-0,001x° - 0,187x + 92,07 R* = 0,824
A Solugdo C'y = 8E-5x*-0,069x + 10,17 R=0,918 A Solugdo Cy=-0,001x" - 0,22 + 93,09 R? = 0,844
* Solug&o D y = 0,000x? - 0,088 + 10,44 R = 0,978 eSolugdo D'y = 0,000x" - 0,621x + 94,87 R2 = 0,946

FIGURA 6.3 Comprimento da raiz (CR) e massa seca (MS) das sementes armazenadas em
diferentes solu¢bes osmocondicionantes e periodos de tempo.

O vigor das sementes pode ser entendido como a juncdo das propriedades que
determinam o nivel potencial de atividade e desempenho de uma semente ou de um lote
(ISTA, 1981), sendo influenciado dente outros, por fatores genéticos intrinsecos a sementes,
condicdes ambientais durante a formacdo de sementes, danos mecanicos, micro-organismos,
insetos e condicdes ambientais durante o armazenamento, nesse ultimo, a umidade e a
temperatura sdo os aspectos mais relevantes (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012). Assim,
considerando que o teor de umidade das sementes controla os diferentes processos
metabolicos e a temperatura afeta a velocidade dos processos bioquimicos, a reducéo do vigor
das sementes armazenadas verificada neste estudo, pode estar associada com sua alta
atividade metabolica e taxa respiratoria que leva a um consumo consideravel de material de
reserva e decréscimo da energia da semente, que apesar de se encontrarem em baixa
temperatura, foi agravado pela presenca de micro-organismos.

Para a avaliacdo da condutividade elétrica em diferentes solu¢cbes osmocondicionantes
em funcdo dos periodos de armazenamento, verificou-se que no periodo de 50 dias os maiores
valores de condutividade foram observados para sementes das solugdes A e D e aos 200 dias
na solucdo A (TABELA 6.3).

TABELA 6.3 Desdobramento da solucdo dentro dos diferentes periodos de armazenamento
para a condutividade elétrica (CE).

Periodo de Solugbes osmocondicionantes -0,8MPa
armazenamento (dias) A B C D
Condutividade elétrica (uS/cm g™)
50 21,68 a 16,32 b 16,21 b 22,73 a
100 14,14 ab 17,59 a 12,42 b 16,30 ab
150 45,29 a 37,10 b 39,67 b 37,24 b
200 29,87 a 22,43 b 25,83 ab 26,53 ab

Médias seguidas pelas mesmas letras minascula na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
probabilidade.
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As solugbes B e C aos 50 dias apresentaram 0s menores valores para a condutividade
elétrica, indicando menor deterioracdo das sementes armazenadas nestas solucbes, uma vez
que a condutividade elétrica esta associada a presenca de exsudados na solucdo, sendo
verificada maior quantidade quando as sementes apresentam maior grau de deterioragdo. Os
valores para a condutividade sdo semelhantes aos obtidos por Freitas (2016) para o
armazenamento de sementes de mangaba, com condutividade elétrica de 17,74 uS/cm g™ para
60 dias de armazenamento.

Analisando a condutividade elétrica das sementes armazenadas nos diferentes periodos
e solugbes osmocondicionantes, verifica-se resposta quadratica em funcdo dos crescentes
periodos de armazenamento (FIGURA 6.4).
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FIGURA 6.4 Condutividade elétrica das sementes armazenadas em diferentes solucdes
osmocondicionantes e periodos de tempo.

No periodo de 50 dias, foram observados valores da condutividade elétrica variando
de 16,21 (Solucéo C) a 22,7 pS/cm g™ (Solugdo D), sendo as solucdes B e C aquelas com
valores mais proximos dos obtidos para a qualidade inicial, indicando a manutencdo da
integridade das membranas e manutencdo da viabilidade das sementes, que no teste de
germinacdo formaram plantulas com a parte aérea variado de 2,92 (Solucdo D) a 5,22 cm
(Solucéo B) e comprimento de raiz variando entre 6,17 (Solucdo A ) e 7,77 cm (solugédo C).

Conforme se ampliou o periodo de armazenamento ocorreu 0 aumento da
condutividade elétrica. Esse aumento é verificado pela maior liberacdo de exsudados das
sementes caracterizando o inicio do processo de deterioracdo pela desestruturacdo do sistema
de membranas celulares culminando na reducdo da viabilidade (SANTOS et al., 2005), o que
corrobora com os resultados obtidos para a germinacdo, comprimento da parte aérea,
comprimento da raiz e massa seca de plantulas, que reduziram conforme aumentaram o0s
periodos de armazenamento.

Percebe-se que mesmo ndo prolongando o periodo de armazenamento, quando
comparada com as outras soluc@es, as solu¢cdes osmocondicionantes B e C apresentaram 0s
menores valores de condutividade elétrica e plantulas maiores e mais pesadas, sendo
promissoras para 0 armazenamento de sementes de mangaba, embora em periodos curtos
qguando comparados com sementes ortodoxas, sao suficientes para nao exigir a semeadura de
todo o lote de sementes imediatamente apds sua colheita e, portanto, uma op¢do para
conservacdo das sementes.
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6.3.3 Qualidade e integridade do RNA

Para as sementes armazenadas em todas as solu¢des osmocondicionantes foi verificada
reducdo da concentracdo do RNA conforme ampliou-se o periodo de armazenamento
(FIGURA 6.5). Essa reducdo estd associada aos danos mecénicos, metabdlicos e
macromoleculares que as sementes sofreram durante o armazenamento, que culminaram na
perda da viabilidade das mesmas.
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FIGURA 6.5 Concentracdo do RNA de sementes de Hancornia speciosa Gomes antes do
armazenamento (QI) e quando armazenadas em diferentes solu¢cbes osmocondicionantes (A,
B, C e D) e periodos (50, 100, 150 e 200 dias).

A reducdo da concentracdo do RNA corrobora com os resultados obtidos para a
germinacdo, comprimento da parte aérea e raiz e massa seca de plantulas, que também
decresceram conforme os periodos de armazenamento foram aumentando. Verifica-se ainda
maior concentracdo de RNA no periodo de 50 dias. Ressalta-se que para esse periodo foram
observadas plantulas maiores e mais vigorosas para todas as soluges.

Considerando que o RNA é uma molécula sensivel ao processo oxidativo
desencadeado quando as sementes estdo sob estresse, a avaliagdo da integridade e qualidade
do RNA nas sementes armazenadas pode contribuir para identificar o nivel de dano que
ocorreu nas sementes.

Para a qualidade do RNA, verificada por meio da razdo 260/280, a solucdo B
permitiu a manutencao da qualidade durante todo o periodo de armazenamento, enquanto que
para as solucdes A e D verificou-se reducdo a partir do periodo de 100 dias, e para a solucéo
C essa reducdo foi observada a partir de 150 dias (FIGURA 6.6).
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FIGURA 6.6 Qualidade do RNA de sementes de Hancornia speciosa Gomes antes do
armazenamento (QI) e quando armazenadas em diferentes solugdes osmocondicionantes (A,
B, C e D) e periodos (50, 100, 150 e 200 dias).
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As informacOes obtidas para a qualidade do RNA estdo em acordo com as
verificadas para as andlises anteriores, visto que indicam reducdo da qualidade do RNA em
funcdo dos crescentes periodos de armazenamento. Para as solucdes B e C nos periodos de 50
e 100 dias verificou-se maior qualidade do RNA e também menores valores de condutividade
elétrica, cabe destacar que houve germinacdo apenas para estes periodos.

Quanto ao gel de integridade, verificou-se que tanto as sementes que ndo foram
armazenadas quanto aquelas armazenadas por 50 dias, independente da solucdo de
armazenamento, apresentaram as bandas de 18 e 28s, indicando a presenca de RNA néo
degradado no material (FIGURA 6.7).

28s

18s

FIGURA 6.7 Gel de integridade do RNA de sementes de Hancornia speciosa Gomes antes do
armazenamento (QI) e quando armazenadas em diferentes solugbes osmocondicionantes (A,
B, C e D) por 50 dias.

Os danos em nivel molecular ocorreram em menores propor¢des, entretanto, 0s
demais tipos de danos foram suficientes para comprometer a viabilidade das sementes, sendo
importante buscar estratégias para minimiza-los visando otimizar o periodo de
armazenamento. Cabe destacar que a presenca de RNA nas sementes € normalmente estudada
durante a germinacdo, contudo, especificamente para as sementes de mangaba, foi possivel
estabelecer uma relacdo com a viabilidade das sementes durante o armazenamento.

6.4 Conclusdes

Sementes de H. speciosa podem ser conservadas por 50 dias.
A solucdo B possibilitou maior percentual médio de germinacdo e manutencdo da
integridade e qualidade do RNA.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Apesar da grande potencialidade da mangabeira e da sua importancia social para as
comunidades extrativistas, existem varias questBes sobre a espécie que merecem atencéo,
entre elas, a caracterizacdo das populagdes naturais que sdo fonte de toda a variabilidade e que
pode contribuir para a identificacdo e insercdo de importantes recursos genéticos em
programas de conservacdo e melhoramento. A necessidade do estabelecimento de plantios de
mangabeira visando atender a crescente demanda dos frutos e coprodutos, e, a reducdo das
areas de ocorréncia natural da espécie, sendo necessario ampliar as estratégias de
conservacao.

Nesta perspectiva, no primeiro capitulo, alinhando marcadores moleculares e
morfoldgicos foi possivel caracterizar matrizes de uma populacdo natural de mangabeira e
identificar sua diversidade morfogenética, bem como o potencial para uso em estudos de
conservacdao e melhoramento genético. Salienta-se que a identificacdo dessa variabilidade é
primordial para a definicdo de estratégias de conservacao, recuperacdo de areas degradadas e
enriquecimento de populacBes naturais, além do melhoramento.

Considerando a diversidade morfogenética das matrizes, suas sementes podem ser
empregadas na producdo de novas mudas, visando o enriquecimento das areas de ocorréncia
de espécie, uma vez que essas areas foram reduzidas em funcdo do desmatamento,
fragmentacdo florestal, implantacdo de culturas agricolas e especulacéo imobiliaria.

Diante da reducédo das areas e de populacGes naturas de mangabeira, € eminente o
risco do estreitamento da base genética e da endogamia, esta Ultima, pode levar a insercéo de
alelos deletérios na populacdo e em seu nivel mais critico, ocasionar a extingdo da mesma.
Dessa maneira, € necessario ampliar as estratégias de conservacdo da mangabeira que
atualmente ocorre principalmente por meio de bancos de germoplasma ou a manutencdo de
colecdes in situ, assim, as solu¢des osmocondicionantes avaliadas no terceiro capitulo podem
ser empregadas para a conservacao de sementes de mangaba.

Outro aspecto importante que pode favorecer a conservacao da espécie, verificado no
terceiro capitulo, trata-se do sucesso na extracdo do RNA (acido ribonucleico), que além de
contribuir para a identificacdo da proporcdo dos danos macromoleculares que ocorreram
durante o armazenamento, por meio da avaliacdo da integridade e qualidade do RNA das
sementes, € primordial para o estudo da expressdo génica.

Frente ao cenario atual de reducdo das areas naturais de mangabeiras, obtencdo de
frutos praticamente por atividade extrativista em plantas remanescentes, bem como a
crescente demanda por essa fruta e seus coprodutos, € necessario o estabelecimento de
plantios comerciais.

Cabe destacar que a principal forma de propagacao da espécie é por sementes, que Sao
recalcitrantes e perdem rapidamente a viabilidade em condi¢do ambiente, sendo importante
conhecer a qualidade fisiologica e integridade fisica visando utiliza-las como fontes de
propagulos. Assim, sementes obtidas da inddstria de polpa de frutas, que normalmente sdo
descartadas, podem ser utilizadas para a producdo de mudas a serem empregadas no
estabelecimento de plantios de mangabeira, conforme os resultados apresentados no segundo
capitulo desse estudo. Essas sementes apresentam também potencial para serem armazenadas
nas solucdes osmocondicionantes.

Diante das lacunas do conhecimento da mangabeira, a continuidade dos estudos
desenvolvidos nesse trabalho pode contribuir para preenché-las, assim, considerando que a
espécie apresenta sazonalidade na producdo de frutos, estudos adicionais podem ser
desenvolvidos visando caracterizar frutos e sementes das duas épocas de frutificacdo que
ocorrem no estado de Sergipe, no verdo de dezembro a abril e inverno de maio a julho, a fim
de identificar as possiveis mudangas das caracteristicas biométricas em funcéo das diferentes
épocas de frutificacdo, ou seja, a variabilidade fenotipica. Esta informagdo aliada com a
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herdabilidade das caracteristicas avaliadas, tem grande relevancia na identificacdo de matrizes
mais produtivas a serem utilizadas em futuros testes de progénies.

As sementes obtidas para as duas épocas de frutificacdo podem ser avaliadas quanto
ao potencial na produgdo de novas mudas, visando o enriquecimento das areas de ocorréncia
de espécie, bem como para o armazenamento em solugdes osmocondicionantes. Devido a
caracteristica de recalcitrancia das sementes, S0 necessarias pesquisas visando a
compreensdo dos danos que ocorrem durante 0 armazenamento, sobre a otimizacdo das
solucBes e expressdo génica visando a identificagdo de genes associados a toleréncia a
dessecacdo, bem como ao armazenamento em baixas temperaturas a fim de ampliar o periodo
de conservacdo desse importante recurso genético.



