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RESUMO
COSTA, Tatiana Santos. Diversidade genética do banco ativo de germoplasma de

mangabeira. Sergipe: UFS, 2010. 31p. (Dissertagdo - Mestrado em Biotecnologia)

Devido & grande importancia social, econémica e cultural que a mangabeira (Hancornia
speciosa Gomes) representa, bem como a intensa devastacdo das areas onde ocorre
naturalmente, foi implantado em 2006, o Banco Ativo de Mangabeira da Embrapa
Tabuleiros Costeiros (BAG Mangaba), em Itaporanga d’Ajuda, SE. Os Bancos de
Germoplasma (BAGSs) reinem constituicbes genéticas de diferentes origens e representam
fontes de genes para programas de melhoramento. Para tanto, é fundamental que o
melhorista conheca a variabilidade genética do germoplasma disponivel. O objetivo deste
estudo foi estimar a variabilidade genética de 55 acessos do BAG Mangaba utilizando
marcadores RAPD (Polimorfismo de DNA amplificado ao acaso). Foram usados 13
iniciadores de sintese (primers), que geraram 82 fragmentos (bandas), sendo 72
polimoérficos, os quais foram analisados como dados binérios. A partir desses dados foi
obtida uma matriz de similaridade utilizando o coeficiente de Jaccard. Com esse
coeficiente e com o método aglomerativo UPGMA foram realizadas andlises de
agrupamento utilizando os programas FreeTree; TreeView e XLSTAT e um método de
reamostragens (bootstraps), gerou dendrogramas que permitiu a distingdo genética entre
0s acessos. A similaridade variou entre 0,02 e 0,91. Os individuos mais similares foram
CA4 e CA5 e mais divergentes forram IP6 e PR4. A partir do nivel SGM foram detectados
que os pares de individuos CA4 e CA5; CAl e CA2; PT2 e PT3 sédo considerados similares
(duplicatas). Por meio do Agrupamento UPGMA e ACoP foi possivel identificar seis
grupos. O alto nivel de polimorfismo observado (95%) sugere que os marcadores RAPD
sdo uma ferramenta adequada para detectar diferencas genéticas entre acessos de
mangabeira, auxiliando futuros programas de melhoramento da espécie.

Palavras-Chave: Marcadores Moleculares; recursos genéticos; RAPD; variabilidade
genética.

Orientador: Ana Veruska Cruz da Silva — Embrapa Tabuleiros Costeiros / Universidade
Federal de Sergipe
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ABSTRACT
COSTA, Tatiana Santos. Genetic diversity of accessions of the germplasm bank of
mangabeira. Sergipe: UFS, 2010. 49p. (Dissertation — Master in Biotechnology)

Due to the great social, economic and cultural context which Mangabeira (Hancornia
speciosa) represents, as well as the intense devastation of the areas where it occurs
naturally, was implemented in 2006, the Active Bank Mangabeira Embrapa Tabuleiros
Costeiros (BAGMangaba) in Itaporanga d'Ajuda, SE. The Genebank (bags) gather genetic
constitutions of different backgrounds and represent sources of genes for breeding
programs. Therefore, it is essential that the breeder knows the genetic diversity of
germplasm available. The aim of this study was to estimate the genetic variability of 55
accessions of BAG Mangaba RAPD markers (Polymorphic DNA Randomly Amplified). 13
primers were used for synthesis (primers), which generated 82 fragments (bands), 72
polymorphic, which were analyzed as binary data. From these data yields a similarity matrix
using Jaccard's coefficient. With this coefficient and the UPGMA method agglomerative
cluster analysis were performed using the programs FreeTree; TreeView and XLSTAT and
a method of resampling (bootstraps) generated dendrograms that used to distinguish
among the accessions. The similarity ranged from 0.02 to 0.91. Individuals were more
similar CA4 and CA5 and more divergent lining IP6 and PR4. From the SGM were detected
at the pair of individuals and CA5 CA4, CAl and CA2, PT2, and PT3 are considered similar
(clones). Through Clustering UPGMA and PCoA was possible to identify five groups. The
high level of polymorphism (95%) suggests that RAPD markers are a useful tool to detect
genetic differences among accessions of H. speciosa, assisting in a future program to
improve the species.

Key-words: Molecular markers, genetic resources, RAPD, genetic variability

Major professor: Ana Veruska Cruz da Silva — Embrapa Tabuleiros Costeiros / University
Federal de Sergipe /



1. INTRODUCAO

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) é uma frutifera nativa do Brasil, da
familia das Apocinaceas, de grande importancia social, econémica e cultural nas areas
onde ocorre. Em Sergipe, maior produtor, a mangaba é a fruta-simbolo do Estado, e
significa em tupi-guarani, “coisa boa de comer”.

O cultivo da espécie € essencialmente extrativista e, salvo algumas raras
excecdes, ndo existem pomares organizados ou implantados com a finalidade de
exploracdo racional para a producdo de frutos (GANGA, 2008). Esclarecimentos sobre
desenvolvimento e variagdo genética sdo fundamentais para espécies nativas. A
domesticacdo e incorporacdo dessas espécies nos sistemas produtivos regionais, bem
como o desenvolvimento de estratégias de conservacéo eficientes estdo estreitamente
relacionadas ao conhecimento da magnitude e distribuicdo da variabilidade genética nas
populagbes naturais.

Os Bancos Ativos de Germoplasma (BAGs) sdo uma alternativa para a
conservacao dos recursos genéticos vegetais. A avaliacdo da diversidade genética entre
0s acessos de um BAG resulta em informacbes de potenciais genitores a serem
utilizados em programas de melhoramento, possibilita a identificacdo de duplicatas e o
intercambio de germoplasma entre pesquisadores e, de acordo com Nass (2007),
constituem formas de conciliar os esforcos da conservacao da agrobiodiversidade com o
desenvolvimento sustentavel. Com esse intuito, foi instalado em 2006, na Embrapa
Tabuleiros Costeiros (CPATC), o BGMangaba, que se tornou objeto de estudo
permanente na area de Recursos Genéticos.

O conhecimento do grau de variabilidade genética, por meio dos estudos de
divergéncia, é fundamental no processo de identificacdo de novas fontes de genes de
interesse. Dentre as formas para avaliar essa diversidade encontram-se a caracterizagao
molecular, segundo a qual, a partir de marcas genéticas, indiferentes as interferéncias
ambientais, é possivel inferir sobre o grau de diversidade entre individuos e entre
populacdes.

Marcadores moleculares tém sido amplamente utilizados na caracterizacdo de
germoplasmas, principalmente por fornecer informac¢des sobre a variabilidade genética
ao nivel do DNA eliminando possiveis efeitos ambientais. Para que variedades cultivadas
sejam constituidas, é necessario que haja diversidade genética suficiente, capaz de
selecionar individuos que possam ser utilizados em programas de melhoramento. Por
isso, 0 estudo dos componentes da variabilidade da espécie reveste-se de grande
importancia, especialmente para espécies nativas ainda pouco estudadas, cuja
magnitude da diversidade é desconhecida.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a diversidade genética de acessos do
Banco Ativo de Germoplasma de Mangabeira da Embrapa Tabuleiros Costeiros, através
do estudo da caracterizacdo molecular.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos Gerais da Mangabeira

A mangabeira € uma espécie frutifera, tropical e nativa do Brasil. Foi uma das
espécies frutiferas pioneiras no relato dos exploradores da costa brasileira do século XVI
(SILVA JUNIOR & LEDO, 2006), sendo bastante apreciada até hoje pelas populactes
regionais, em detrimento das caracteristicas organolépticas de seus frutos (SILVA
JUNIOR, 2004).

Pertence ao grupo das Eudicotiledoneas, ordem Gentianales, familia
Apocynaceae e a espécie Hancornia speciosa Gomes, que € monotipica e compreende a
seis variedades: H. speciosa var. speciosa, H. speciosa var. maximiliani, H. speciosa var.
cuyabensis, H. speciosa var. lundii, H. speciosa var. gardneri e H. speciosa var.
pubescens. (SOARES et al., 2009; MONACHINO, 1945).

De acordo com as estatisticas da extragdo vegetal do Brasil (IBGE, 2010), a
producdo em 2008 foi equivalente a 711 toneladas, sendo quase sua totalidade oriunda
da regido Nordeste. Sergipe € o maior produtor com 397 toneladas seguido pela Bahia e
Rio Grande do Norte. A conquista de novos mercados esta condicionada a implantacéao
de pomares comerciais, pois a producdo atual ndo atende & demanda do mercado
consumidor local.

Tipica de solos arenosos, &acidos e pobres em nutrientes, a mangabeira é
encontrada na ampla vegetacdo do ecossistema do Cerrado, principalmente nas Regides
Norte, Sudeste e Centro-Oeste e na Faixa Litordnea Nordestina da Regido dos
Tabuleiros Costeiros (VIEIRA NETO, 2009). Oriunda predominantemente do extrativismo
praticado pelas mulheres, a mangaba é item de consumo fundamental da populagéo
litordnea nordestina (MOTA et al., 2008).

As areas em que se pratica o cultivo tecnificado de mangabeira sdo quase
inexistentes, excecdo se faz para algumas poucas que ocorrem em Sergipe e Paraiba
(SILVA JUNIOR, 2004), que utilizam técnicas de enxertia, cultura de tecidos e
propagacdo. Sa (2009) empregou técnicas de cultura de tecidos para a propagacao
assexuada e conservacao de mangabeira de popula¢cBes nativas de areas litoraneas do
Nordeste do Brasil.

Normalmente propagada por sementes, a mangabeira inicia sua produgéo entre o
terceiro e o quinto ano apo6s o plantio (SILVA JUNIOR, 2004), podendo proporcionar
produtividade de até 12 toneladas por hectare, dependendo das condi¢des de clima, solo
e do manejo adotado. Segundo Ferreira & Marinho. (2007), para as mangabeiras da Zona
da Mata Paraibana, o processo de floracdo geralmente ocorre durante o periodo de
agosto a novembro, com pico em outubro e a frutificacdo concentra-se principalmente de
dezembro a margo e de junho a outubro. Esse ciclo ocorre em praticamente em todo o
Nordeste.

E uma arvore de porte médio (Figura 1), possui de 2 a 10 m de altura, podendo
chegar a até 15 m. Em geral apresenta copa irregular, troncos tortuosos, bastante
ramificados e asperos, com ramos lisos e avermelhados até um ano de idade (SOARES
et al., 2007). Toda a planta exsuda latex de cor branca ou réseo-palida. (MONACHINO,
1945).



Figura 12 - Arvore de Mangabeira. (Foto: Ana Veruska Cruz da Silva, 2009)

As folhas da mangabeira séo opostas, simples, pecioladas, glabras, brilhantes e
coriaceas, de formato eliptico (Figura 2), e varia de 5 a 6 cm de comprimento e 2 cm de
largura (FERREIRA & MARINHO, 2007). Sua inflorescéncia apresenta de uma a sete
flores hermafroditas, perfumadas e de coloracédo branca. Apresenta um longo e estreito
tubo floral, as anteras localizam-se na regido apical e ndo sdo fundidas, sendo polinizada
por varias espécies de insetos lepddpteros (DARRAULT & SCHLINDWEIN, 2005).

Figra 2 — (A) Formato das folhas e (B) Disposicdo dos ramos na planta. BAG Mangaba

da Embrapa Tabuleiros Costeiros. (Fotos: Tatiana Santos Costa, 2010)



O fruto do tipo baga é elipséide ou arredondado (Figura 3), com 2,0 a 6,0 cm,
exocarpo amarelo, com manchas avermelhadas, polpa bastante doce e com aroma muito
agradavel, carnoso-viscosa e acida (SOARES et al., 2007).

)

Figura 3 - Frutos de mangaba. (Foto: Ana Veruska Cruz da Silva, 2009)

Cada fruto contém geralmente de duas a dez sementes discOides delgadas e
rugosas, de coloragdo castanho-clara, medindo de sete a oito milimetros de didmetro
(NARAIN et al., 2007; ROSA et al., 2005). Os frutos sdo bastante apreciados devido ao
sabor exotico caracteristico, da elevada acidez e do alto conteldo de sélidos sollveis
(SOARES et al., 2007).

Além do consumo in natura, seu maior aproveitamento se da sob as formas
processadas de polpa congelada, suco engarrafado, sorvetes, doces, licores e geléias.
Em Sergipe, o fruto é importante matéria-prima para a agroindustria de frutos tropicais
(MOTA et al., 2008), sendo a polpa congelada da mangaba, a mais comercializada no
Estado. A polpa apresenta valor nutritivo consideravel, com teor protéico superior ao da
maioria das espécies frutiferas (FERREIRA & MARINHO, 2007). Dentre os elementos
encontrados em sua composicao, destacam-se as vitaminas A, B1, B2 e C, além de ferro,
fésforo e calcio. O valor energético, em cada 100 g de fruta, é de 43 calorias (SOARES et
al., 2007).

Em detrimento aos conhecimentos herdados dos povos indigenas e negros, que
habitaram o Brasil durante o periodo colonial, a mangabeira também ¢é utilizada pela
medicina popular (BRASIL, 2002). Além da polpa, outras partes da planta sdo utilizadas
pelas populacdes locais: a casca tem propriedades adstringentes e o latex € empregado
contra a tuberculose, Ulceras, herpes, dermatoses e verrugas. Além disso, Soares et al.
(2007), mencionaram a utilizacdo do cha da folha para o combate a célica menstrual e,
do decocto da raiz, para tratar luxagBes e hipertensdo arterial. Moraes et al (2008),
comprovaram a eficiéncia de extratos hidro-alcdlicos e infusdes de mangabeira como
importantes agentes combatentes de Ulcera gastrica, pois estimulam a sintese de
agentes mucilégenos na mucosa gastrica, e no combate as acdes da bactéria
Helicobacter pylori.

O elevado teor de ferro (28 mg/100 g de polpa) no fruto faz com que a mangaba
seja uma das frutas mais ricas neste nutriente, além de ser fonte de acido ascoérbico. De
onde decorre a importancia atribuida a ela na cura de algumas doencas e, em particular,
contra a febre. A &rvore é ainda, melifera e ornamental (SOARES et al., 2007), sua
madeira é empregada na carpintaria, na confeccdo de caixas, lenha e carvdo (SALOMAO
et al., 2004).

As sementes da mangaba sao recalcitrantes, podendo ser semeadas até quatro
dias apo6s a sua extracao, logo apés, diminuem sua atividade ao sofrem desidratacdo em



torno de 30% (SALOMAO et al., 2004). O plantio no local definitivo deve ser feito quando
as mudas estiverem com tamanho entre 15 a 20 cm de altura, no inicio da estacao
chuvosa, em espacamento variando de 6 X4 m a 6 X 5 m. (SOARES et al., 2007).

2.2 Bancos de Germoplasma

Considerado parte essencial da biodiversidade, o recurso genético é utilizado pelo
homem para a promoc¢éo do desenvolvimento sustentavel da agricultura e produgéo de
alimentos. Os recursos que sao utilizados em pesquisas de melhoramento genético e
biotecnologia e, que sdo responsaveis pelo manejo da variabilidade dentro de cada
espécie, designa-se germoplasma. Segundo Allard (1971) germoplasma também pode
ser definido como a soma total de materiais de uma espécie, sejam eles representados
sob a forma de plantas, tecidos, sementes ou estruturas mais simples.

Para espécies que apresentam sementes recalcitrantes, que é o caso da
mangabeira, as técnicas convencionais, como conservacdo em camaras frias, sao
inviaveis (ALVES, 2002), sendo de fundamental importancia a implantacdo, conservagéo
e avaliagdo do germoplasma em campo.

Também como uma estratégia de combate a erosao genética de espécies nativas,
pesquisadores se empenham em metodologias para conservagdo dos germoplasmas. A
conservacao ex situ é a mais utilizada, que se fundamenta na conservacao das espécies
a campo, fora do lugar de origem, em Bancos de Germoplasma. De acordo com Brondani
(2006), com a implantacdo de um BAG, a variabilidade genética ndo somente é
conservada, como pode ser ampliada, com a introducdo constante de novos acessos
e/ou cultivares, oriundos de programas de melhoramento e de areas de ocorréncia. A
diversidade adquirida com esse procedimento possibilita o surgimento de novas
combinages alélicas, bem como de adaptagbes a ambientes especificos, resultando em
vantagens para a especie.

Os primeiros germoplasmas a serem introduzidos num BAG brasileiro em 1970
foram da macad e do marmelo, oriundos da Inglaterra. Na Embrapa, a implantacdo de
colecBes de recursos vegetais para fins de conservacao ocorreu por volta de 1981 e, teve
o0 apoio financeiro do Banco Mundial. Atualmente, cerca de 116 bancos de germoplasma
existem no pais, englobando 152 géneros e 221 espécies vegetais. Dos 250 mil acessos
gue estdo conservados, aproximadamente 76% sdo de espécies exodticas e 24% de
espécies autéctones (NASS, 2007).

No Nordeste brasileiro existem aproximadamente 21 BAGs, que conservam
aproximadamente 15 mil acessos de varias espécies (NASS, 2007), destacando-se as
frutiferas. Atualmente existem sete BAGs de mangabeira sob responsabilidade da
Embrapa Amapa (86 acessos); Embrapa Cerrados (15 acessos); Embrapa Meio Norte
(39 acessos); Embrapa Tabuleiros Costeiros (11 acessos); Empresa Estadual de
Pesquisa Agropecuaria da Paraiba - Emepa (540 acessos); Universidade Federal de
Alagoas (20 acessos) e Universidade Federal de Goias (57 acessos) (RAMOS et al.,
2008; GANGA, 2008).

As atividades que caracterizam um BAG séo identificadas pelas fases sequenciais
envolvidas na manutencdo de recursos genéticos, como coleta, multiplicacao,
caracterizacdo, avaliacéo e conservacao (GIACOMETTI, 1988).

Estudos de caracterizacéo tém possibilitado a indicagédo de alguns descritores em
mangabeira, como o realizado por Silva et al. (2008), que relatou a primeira avaliagdo
morfolégica do BAG Mangaba da Embrapa Tabuleiros Costeiros. A Emepa vem
realizando ha mais de quinze anos a caracterizagdo morfoldgica e fenoldgica (ARAUJO
et al., 2003), e ja disponibilizou 10 acessos com caracteristicas agrondémicas superiores
para cultivo comercial. No Cerrado, Ganga (2008) avaliaram progénies do BAG da UFG e
verificaram que as variedades botanicas cuyabensis e gardineri apresentaram maior
desenvolvimento em campo, de acordo com caracteristicas morfoagronémicas.



2.3 Marcadores Moleculares RAPD

Os marcadores moleculares séo ferramentas Uteis que auxiliam na conservacao e
caracterizacdo de recursos genéticos, e podem nortear um programa de melhoramento.
De acordo com Silva (2004), esses marcadores superam as dificuldades encontradas nas
caracterizacbes morfoldgicas, fenoldgicas e organolépticas, podendo-se reconhecer
diretamente as diferencas genéticas entre individuos, obtendo-se um perfil molecular
(fingerprinting) caracteristico para cada genotipo, variedade ou cultivar.

Cada individuo possui em seu genoma sequéncias especificas, de heranca
simples, responsaveis pela sua identidade. Essas marcas podem ser encontradas a nivel
de genes ou de gendtipos. Para o estudo da diversidade existente entre individuos é
necessario identificar as marcas moleculares que s@o peculiares de cada organismo, ou
de uma determinada populacdo. Para tal, a técnica mais utilizada é a PCR (Reacdo em
Cadeia da Polimerase) (SUNNUCKS, 2000).

Entre os marcadores moleculares baseados em PCR, a técnica RAPD
(Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso), tem sido muito empregada na andlise de
diversidade genética de populagbes naturais, bem como na caracterizagdo de
germoplasma. Esta técnica utiliza oligonucleotideos iniciadores de sintese (primers) de
sequéncia arbitraria, que tendem a produzir uma freqiéncia relativamente alta de
polimorfismo, sendo um método rapido e eficiente (FAIRBANKS et al., 1993). Com a
ajuda de métodos estatisticos apropriados, a técnica RAPD tem sido efetiva em detectar
a diversidade de populacdes em varios tipos de organismo (CHEN et al.,, 1995). O
processo ocorre atraveés de ciclos continuos de desnaturacdo e amplificagdo das fitas de
DNA, mediados pela enzima Taq DNA polimerase em pontos especificos do genoma,
determinado pelo anelamento de primers de seqiiéncias complementares a estes pontos.
As diferencas ao nivel de DNA sdo determinadas pela presenca ou auséncia de um
fragmento amplificado (BERED, 1997).

Apesar do carater dominante (ndo diferenciam entre heterozigotos e
homozigotos), o RAPD é polimérfico e de menor custo quando comparado com outros
marcadores, apresentando menor nimero de etapas, e, conseqiientemente, consumindo
menos tempo para obtencdo dos resultados, além de necessitar de pouco material
genético e de serem livres de interferéncias ambientais (FERREIRA & GRATTAPAGLIA,
1998).

Podem ser aplicados na quantificagdo da divergéncia genética entre as
populacdes nativas remanescentes, auxiliando no resgate de acessos das populagbes
ameacadas de extin¢cdo, na determinacdo de populacdes com alta variabilidade genética,
na determinacdo de distancias genéticas entre popula¢cdes naturais, bem como na
caracterizacdo da variabilidade genética de acessos de bancos de germoplasma (SILVA,
et al., 2006).

No estudo da estrutura genética de populacbes de mangabeiras do cerrado
brasileiro, com o uso de marcadores RAPD, Moura et al. (2005) obtiveram resultados
satisfatorios, enfatizando a eficiéncia destes marcadores para o estudo da diversidade
genética de espécie.

Utilizando marcadores RAPD e SSR (Sequéncias Simples Repetidas) na analise
da diferenciacdo genética entre procedéncias de acgaizeiro (Euterpe oleracea Mart),
oriundos do banco de germoplasma da Embrapa Amazénia Oriental, Oliveira et al. (2008)
obtiveram resultados satisfatorios tanto para o RAPD quanto para SSR.

Estudando a variabilidade genética de acessos de maracuja-suspiro mantidos no
BAG da Embrapa Cerrados, Junqueira et al. (2007) obtiveram alta variabilidade genética
dos acessos, confirmando que o RAPD é uma técnica eficiente para o trabalho.

A eficacia do uso do RAPD na avaliagdo da diversidade genética de 78 acessos
de tomate (Solanun lycoperiscum), pertencentes ao BAG da Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), foi relatada por Goncalves et al. (2008). Os
autores obtiveram correlacéo positiva e significativa entre os marcadores RAPD e os 27
descritores quantitativos.



No estudo da diversidade genética de gendétipos de alho, mantidos no BAG da
estacdo experimental da Epagri, em Santa Catarina, Vieira & Nodari (2007) relataram a
eficacia da técnica de RAPD, pela determinacdo de alto polimorfismo, diferentemente das
andlises de caracteristicas morfolégicas e isoenzimas, anteriormente investigadas, que
nao alcancaram resultados satisfatérios.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material Vegetal

O Banco Ativo de Germoplasma de Mangabeira (BGMangaba) da Embrapa
Tabuleiros Costeiros esta situado no Campo Experimental de Itaporanga, no municipio de
Itaporanga d'Ajuda, Sergipe (11°06'40”S e 37°11'15"W). A area é tipica da restinga, cujo
solo € do tipo espodossolo humiltvico. Implantado em novembro de 2006, o BGMangaba
€ composto por 11 acessos, totalizando 55 individuos, propagados por semente e
plantadas no espacamento de 7 m x 6 m. Os acessos foram coletados nos estados da
Bahia, Para, Paraiba e Sergipe, colhidos ao acaso, ou de popula¢cbes ameacadas para
cada regido (Tabela 1; Figura 4).

Tabela 1 — Identificacdo dos genoétipos do Banco Ativo de Germoplasma de Mangabeira
da Embrapa Tabuleiros Costeiros. Itaporanga d’Ajuda, SE. 2010.

Acesso Procedéncia Local de Coleta
01 (PA) Paratibe Jodo Pessoa (PB)
02 (GX) Guaxinduba Conde (PB)
03 (AD) Alhandra Mata Redonda (PB)
04 (IP) Ipiranguinha Conde (BA)
05 (AB) Agua Boa Salvaterra (PA)
06 (PT) Pontal Indiaroba (SE)
07 (PR) Preguica Indiaroba (SE)
08 (TC) Terra Caida Indiaroba (SE)
09 (LG) Lagoa Grande Mata de Sao Joao (BA)
10 (BI) Barra do ltariri Conde (BA)
11(CA) Costa Azul Jandaira (BA)
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Fur 4 - Acessos prtencentes ao Banco Ativo deGermpIasm e Maneia. -
Barra do ltariri (BA); B - Lagoa Grande (BA); C - Paratibe (PB); D - Agua Boa (PA); E -
Ipiranguinha (BA); F - Alhandra (PB). (Fotos: Tatiana Santos Costa, 2010)



Na Figura 5, estdo representadas as posi¢fes geograficas dos acessos obtidos
para formacéo do Banco de Germoplasma.
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Figura 5 - Regides de ocorréncia de mangabeira (em verde) e pontos de coleta dos
acessos inseridos no BGMangaba (em vermelho). (Alessandra Moraes — Laborat6rio de
Geotecnologias Aplicadas, Embrapa Tabuleiros Costeiros).

3.2 Extracdo de DNA

Folhas jovens de cada acesso foram coletas e acondicionadas em envelopes de
papel, devidamente identificadas e, transportadas para o Laboratério de Biologia
Molecular da Embrapa Tabuleiros Costeiros, em caixa de isopor contendo gelo, a fim de
evitar a oxidacdo das mesmas. As amostras foram mantidas em freezer a - 80°C até o
momento da extracdo do DNA gendmico.

Utilizou-se o método CTAB 2% (DOYLE & DOYLE, 1990), com algumas
alteracdes. O material vegetal foi macerado em almofariz, em contato com nitrogénio
liquido, no qual foram adicionados 10 mL de tamp&do CTAB 2% a 65°C, juntamente com
20 yL de B — mercaptoetanol. Posteriormente, o macerado foi transferido para tubos de
fundo cbnico e incubados por cerca de 60 minutos em banho-maria a 65°C.

Em seguida, retirou-se um volume de 1000 pL de cada amostra, que foi
transferido para microtubo de 2 mL. De cada amostra foram feitas trés repeticdes, nas
quais adicionou—-se aproximadamente 1000 pL de cloroférmio:alcool isoamilico na
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proporcdo 24:1. Os microtubos foram agitados por, aproximadamente, 50 vezes e
centrifugados por 30 minutos a uma velocidade de 7000 rpm, a 4°C.

O sobrenadante foi coletado e transferido para um novo microtubo, com 1000 pL
de solucdo de acetato de sédio 3M:élcool etilico 95% na proporcéo de 1:6. O material
permaneceu em repouso no freezer (- 20°C) por duas horas para a precipitacdo do DNA.
Apbs esse periodo, os microtubos foram centrifugados por 10 minutos a uma velocidade
de 14.000 rpm a 4°C. A solucdo de acetato de soédio:alcool etilico foi eliminada e
adicionou-se 1500 pL de alcool etilico a 70%. As amostras permaneceram por 10 minutos
a temperatura ambiente e, logo apds, foram centrifugadas por 10 minutos a velocidade de
4.000 rpm. ApGs a retirada do alcool etilico, o precipitado formado foi seco ao ar e
posteriormente suspenso em 100 pL de TE (Tris-HCI 10 mM, pH. 8,0; EDTA 1 mM) (100

pL).
3.3. Quantificagdo do DNA

O material genético foi quantificado em gel de agarose 1,0% com TBE 1x, na qual
foram utilizadas aliquotas de 10 uL de cada amostra e 1 uL de solugéo de carregamento
(azul de bromofenol 0,01%; glicerol 40%). A quantificac@o foi realizada por eletroforese
horizontal durante 60 minutos a 100 V. Posteriormente, o gel foi corado em brometo de
etideo, onde permaneceu por cerca de 20 minutos, sendo fotodocumentadas em seguida
(Figura 6). Todas as amostras foram armazenadas em freezer (- 20°C) até a realizagéo
das reacdes de RAPD.

PA1 PA2 PA3 PA4 PA5 GX2 AD1 AD2 AD5 AD6 IP1 IP3 IP4 IP6 AB1 AB2 AB3 AB4 AB5AB6 M CA1CA2 CA4 CA5 CA6
(B R Rl o ol b b b b e b b ‘F-J : Wl e - N

T ITIT I o) .“ ! i H.‘ i) ‘..-l
. i

Figura 6 — Quantificacdo das amostras de DNA, (A) referente a primeira e a segunda
extracdo; (B) referente a terceira extracdo. Individuos PA1 a PA5: acesso Paratibe; GX2:
acesso Guaxinduba; AD1 a ADG6: acesso Alhandra; IP1 a IP6: acesso Ipiranguinha; AB1 a
ABG6: acesso Agua Boa; CA1 a CA6: acesso Costa Azul; PT1 a PT6: acesso Pontal; PR1
a PR6: acesso Preguica; TC1 a TC6: acesso Terra Caida; LG1 a LG6: acesso Lagoa
Grande; BI1 a BI6; acesso Barra do Itariri; M: marcador de peso molecular de 1Kb.
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3.4. Teste de primers

Para padronizacdo da metodologia, foram testados 59 primers de 10 pares de
base, sendo 39 da marca Operon (Operon Technologies, USA) e 20 da marca IDT
(Integrated DNA Technologies, Alemanha) (Tabela 2). Foram utilizados 2,5 pyL de cada
primer, juntamente com um mix composto de: 14,8 uL de agua MilQ esterilizada; 5uL de
tampédo buffer 5X contendo MgClI (Promega); 0,5 uL de dNTP (10 mM); 0,2 uL de Taq
polimerase (5 unidades/l) e 2,0 yL de um mix de DNA, contendo 02 pL de cada amostra
de DNA. Em seguida, o material foi amplificado e visualizado em gel de agarose 1%.

Tabela 2 - Relacdo dos iniciadores de sintese (primers) testados para estudo da
diversidade genética em germoplasma de mangabeira utilizando marcadores RAPD.
Aracaju, SE. 2010.

PRIMERS SEQUENCIA 5’ - 3’ PRIMERS SEQUENCIA 5’ - 3’

AO01 CAGGCCCTTC X 01 CTG GGCACGA
A 02 TGC CGAGCT G X 03 TGG CGC AGT G
A 03 AGT CAG CCAC w01 CTCAGT GTCC
A 04 AAT CGG GCT G W 02 ACC CCG CCAA
A 05 AGG GGT CTT G W 03 GTC CGG AGT G
A 06 GGTCCCTGAC W 04 CAG AAG CGG A
A 07 GAA ACG GGT G W 08 GACTGCCTCT
A 08 GTG ACG TAG G W 13 CAC AGC GACA
A 09 GGG TAACGCC W 19 CAAAGCGCTC
A 10 GTGATCGCAG IDT 01 CAGGCCCTTC
All CAATCGCCGT IDT 02 TGC CGAGCTG
Al2 TCG GCG ATAG IDT 03 GTTTCGCTCC
A 13 CAG CACCCAC IDT 04 TGATCCCTG G
Al4 TCT GTGCTG G IDT 05 TTC GAG CCA G
A 15 TTC CGAACCC IDT 06 GTG AGG CGTC
A 16 AGC CAG CGA A IDT 07 ACC GCG AAG G
A1l7 GACCGCTTGT IDT 08 GGACCCAACC
A 18 AGGTGACCGT IDT 09 CCCAAG GTCC
A 19 CAAACGTCGG IDT 10 GGT GCG GGA A
A 20 GTT GCG ATCC IDT 11 ACG GAT CCT G
B 01 GTTTCG CTCC IDT 12 GAG GATCCCT
B 02 TGATCCCTG G IDT 13 CTACGG AGG A
B 03 CAT CCCCCTG IDT 14 GGC ACT GAG G
B 09 TGG GGG ACT C IDT 15 GGT CGG AGA A
B11 GTAGACCCGT IDT 16 TCG GAC GTG A
B 18 CCACAGCAGT IDT 17 ACCTGG ACAC
K 20 GTGTCG CGAG IDT 18 GGA GGA GAG G
N 20 GGTGCTCCGT IDT 19 CCC GGC ATAA
S01 CTACTGGCGT IDT 20 AAA GTT GGG A
S18 CTGGCGAACT

3.5. Amplificacdo do DNA

Cada reacdo de RAPD constou com cerca de 50ng de DNA, tampé&o de PCR com
MgCI adicionado (Promega) 1X, dNTP 10 mM, 1,0 U de Taq DNA polimerase (Promega)
e cerca de 3 ng de primer. Os DNAs foram amplificados utilizando termociclador Biocicler,
submetidos a um ciclo inicial de desnaturacdo de 96°C por 05 minutos; seguido de 35
ciclos de 45 segundos a 94°C, 45 segundos a 36°C, 45 segundos a 72°C e um ciclo de
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extensdo final de 10 minutos a 72°C. Foram avaliados 59 primers de 10 pares de base,
sendo que destes 13 foram selecionados.

3.6. Eletroforese e Visualizacdo dos Fragmentos

Em cada tubo contendo 25 uL de DNA amplificado, foram adicionados 3 uL de
tampédo de amostra (azul de bromofenol 0,01%; glicerol 40%). Desta mistura, 10 pL foram
depositados nas canaletas do gel de agarose 1% (dissolvida em TBE 1X — TRIS 89 mM,
acido borico 89 mM, EDTA 2,5 mM, pH 8,3) e submetidos a eletroforese horizontal, em
tensao de 100 V por aproximadamente uma hora.

Apés esse periodo de corrida eletroforética, os géis foram mergulhados numa
solucdo contendo brometo de etideo (0,02 uL /mL de &gua) por aproximadamente 30
minutos para possivel visualizacdo sob luz ultravioleta. Para a mensuracao do padrédo de
bandeamento, foi utilizado o marcador de peso molecular (Promega) de 1 Kb.

Apos a eletroforese, a visualizag@o dos resultados foi realizada em equipamento
de fotodocumentagdo Gel doc L-pix (Loccus Biotecnologia, Brasil) e gravada para as
posteriores analises.

3.7. NUmero 6timo de bandas

Para a andlise do numero 6timo de bandas, calculou-se as estimativas de
correlagdo de valores da matriz de similaridade, a soma dos quadrados dos desvios em
relacdo as reamostragens e o valor de estresse (E), que indica o ajuste entre a matriz
original e a matriz simulada. Todas as analises foram feitas com o auxilio do Software
Genes (CRUZ, 2006).

3.8. Anéalise dos Resultados

A partir da visualizagdo dos fragmentos em gel de eletroforese, construiu-se a
matriz de dados binarios, observando a presenca (1) ou auséncia (0) de bandas. Essa
matriz foi usada para a obtencdo das estimativas de similaridades genéticas (Sgij), com
auxilio do programa FreeTree (PAVLICEK et al., 1999), empregando-se o coeficiente de
Jaccard por meio da expressao: Sgij = a/a+b+c que formou variaveis que foram obtidas
conforme o seguinte esquema:

Gendtipo i
1 0
Gendtipo j 1 a(l1) b (1, 0)
0 c(0,1) d(0,0)

Onde:

a = presenca de bandas em ambos 0s genotipos;

b = presenca de banda no primeiro gendtipo e auséncia no segundo;
¢ = presenca ho segundo e auséncia no primeiro; e

d = a auséncia em ambos 0s genaotipos.

Os erros associados a similaridade e dissimilaridade foram estimados segundo
Skroch et al. (1992) pela seguinte expressao:

E =V Sg;x 1- Sg;j
(n-1)
Em que:
Sgj = (Di)Similaridade genética;
n = ndamero total de bandas polimorficas utilizadas para o estudo.
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O Coeficiente de Similaridade de Nei (1978) foi utlizado para calcular as
diferencas genéticas entre populacfes (acessos), segundo a formula:

Onde:
Gx e Gy sdo as medias de (2n,jx — 1/2n, — 1) e (2nyj, — 1/2n, — 1) , para todos os loci,
respectivamente;

2 2
Gyy = Jxy; representando JXY, JXy, JY a media para todos os loci de ZX‘ i ’ZX‘ ’Zy‘ ,
respectivamente.

Os individuos geneticamente diferentes foram identificados no dendrograma a
partir da estimativa do valor minimo de (di)similaridade, acima do qual os individuos séo
semelhantes ou divergentes. O valor maximo de (di)similaridade significativo foi estimado
pela (di)similaridade genética média [(D)Sgm] em que tem por base o Teste de t, ao nivel
de 0,001% de probabilidade:

(D)Sgm =1 ((t)(E))
Onde:

t = o valor tabelado de t com n-2 graus de liberdade;
E = erro médio das comparacdes consideradas no dendrograma.

Para o agrupamento dos genoétipos com base na similaridade genética, foi
empregado o método UPGMA (Método da Média Aritmética Nao Ponderada). Para
reforcar o agrupamento, entre gendtipos, foi efetuado o método de reamostragem
Bootstrap com o mesmo tamanho da amostra original, sendo que para cada nivel de
reamostragem, foram obtidas 10.000 amostras Bootstrap. Essa andlise foi realizada
utilizando o programa FreeTree (PAVLICEK et al., 1999). No estudo de diversidade entre
gendtipos, o dendrograma foi obtido pelo programa TreeView (PAGE, 1996), e, entre as
diferentes origens dos acessos, pelo XLSTAT (ADDINSOLFT, 2010).

O agrupamento das amostras considerando o método de analise de coordenadas
principais (ACoP) foi realizado com auxilio do software XLSTAT (ADDINSOLFT, 2010)
utilizando o coeficiente de (di)similaridade de Jaccard, obtida pelo programa FreeTree
(PAVLICEK et al., 1999).

Com a matriz binaria também calculou-se a porcentagem de polimorfismo obtida
com cada primer utilizado por meio da férmula:

P = nbp x 100
nbt

Onde:

P = porcentagem de polimorfismo (ou taxa de polimorfismo);
nbp = ndmero de bandas polimorficas;

nbt = nimero de bandas total.

O numero total de alelos (Na), nimero efetivo de alelos (Ne) e heterozigosidade
esperada (He) foram obtidas com base na metodologia descrita por LYNCH & MILLIGAN
(1994) e MAGUIRE et al. (2002). O indice de diversidade genética de Shannon (I) foi
obtido de acordo com BROWN & WEIR (1983). A Andlise de Variancia Molecular
(AMOVA) e o valor de diferenciacdo genética (@st) com 999 permutacdes ao acaso foram
calculados pelo programa Genalex v. 6.3 (PEAKALL & SMOUSE, 2006).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analises de RAPD

Dentre os 59 primers testados, foram selecionados 13 por apresentarem eficiéncia
na amplificacdo das amostras (Tabela 3).

Tabela 3 - Relagdo dos primers selecionados, com suas respectivas sequéncias, para
estudo da diversidade genética em germoplasma de mangabeira utilizando marcadores
RAPD. Aracaju, SE. 2010.

Primer Sequéncia
A2 TGC CGAGCTG
Ad AAT CGG GCT G
A5 AGG GGT CTT G
All CAATCGCCGT
B18 CCACAGCAGT

IDT 06 GTGAGG CGTC

IDT 08 GGA CCC AACC

IDT 09 CCC AAG GTCC

IDT 10 GGT GCG GGA A

ITD 12 GAG GATCCCT

IDT 14 GGC ACT GAG G

S 18 CTGGCG AACT
W 04 CAG AAG CGG A

Na Figura 7 é possivel visualizar o padrao de fragmentos de DNAs das amostras
de mangabeira e 0 sucesso da técnica RAPD para estudo da diversidade na espécie.

04 05 06 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29

33 34 35 36 41 42 43 44 45 46 47 49 50 51 52 53 54 55 CN

Figura 7 - Padrées de bandeamento de fragmentos de DNA amplificados por RAPD de
acessos do Banco Ativo de Germoplasma de mangabeira, utilizando-se o primer IDT 09.
1-5: acesso Paratibe; 6: acesso Guaxinduba; 7-10: acesso Alhandra; 11-14: acesso
Ipiranguinha; 15-20: acesso Agua Boa; 21-25: acesso Costa Azul; 26-31: acesso Pontal;
32-37: acesso Preguica; 38-43: acesso Terra Caida; 44-49: acesso Lagoa Grande; 50-55:
acesso Barra do Itariri. (M) Marcador com padréo de peso molecular 1 Kb; (CN) controle
negativo.
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Os 13 primers selecionados produziram um total de 82 bandas, sendo 78
polimérficas (95%). O numero de fragmentos variou de um (A5 - AGG GGT CTT G) a 24
(IDT 14 - GGC ACT GAG G). O primer A11(2000 — 400 pb) apresentou maior amplitude
de pares de bases entre os fragmentos, ao contrario do primer IDT 10 (750-250pb)
(Tabela 4).

Tabela 4 - Namero de fragmentos gerados pelas reacdes de RAPD em estudo de
diversidade genética em germoplasma de mangabeira. Aracaju, SE. 2010.
Primer N°de bandas N° de Bandas Porcentagem de Amplitude de

totais (NBT) Polimérficas polimorfismo (%) pares de Bases
(NBP) (pb)

A2 05 04 80 1300 - 250

A4 05 05 100 1000 - 250

A5 01 01 100 600

All 04 04 100 2000 - 400

B18 06 06 100 1600 - 300
IDT 06 04 04 100 1000 - 250
IDT 08 04 03 75 1000 - 250
IDT 09 05 04 80 1600 - 500
IDT 10 06 05 83 750 - 250
ITD 12 06 06 100 1500 - 250
IDT 14 24 24 100 -

S 18 06 06 100 2000 - 750
W 04 06 06 100 1500 - 500
Total 82 78 95

O primer A5 s6 apresentou uma linha de banda, enquadrada aos 600bp e para o
IDT 14 nao foi possivel verificar, pois as bandas migraram apdés a ultima linha de banda
do marcador (250 pb).

As bandas que apresentaram a mesma posi¢cdo no gel, para todas as amostras,
foram consideradas monomorficas, ou seja, migraram a mesma distancia, o que
representa ser a mesma regido de um lécus. Essas nao foram utilizadas na analise de
diversidade. Os primers utilizados geraram alto nivel de polimorfismo (95%).

No estudo da divergéncia genética de acessos de mentrasto (Ageratum
conyzoides), provenientes do estado de Minas Gerais, Castro et al. (2004) obtiveram, por
meio de marcadores RAPD, 26 bandas polimérficas com a utilizagdo de 14 primers. Silva
et al. (2006), no estudo da caracterizacdo morfolégica e molecular de acessos de
melancia do BAG da Embrapa Semi-Arido, obtiveram 64 bandas, sendo 31 polimérficas
com o uso de seis primers. Chiorato et al. (2007), avaliando a diversidade genética do
banco de germoplasma de feijoeiro do Instituto de Agronomia de Campinas (IAC),
obtiveram 16% de polimorfismo, de um total de 201 bandas, com o uso de 19 primers.

4.2. NUmero 6timo de bandas

A partir das estimativas de correlacdo observou-se uma relagdo diretamente
proporcional entre 0 numero de fragmentos analisados e a magnitude de correlacdo dos
valores da matriz de similaridade original, obtida a partir de reamostragens com
diferentes nimeros de bandas. Houve consisténcia dos dados quando a correlagdo (r)
atingiu 0,9931 e o valor de estresse de 0,0482 (Figura 8), com 75 bandas. Segundo
Kruskal (1964) o numero de bandas é considerado ideal quando o estresse assumir valor
inferior a 0,05.
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Figura 8 - Coeficiente de correlagédo (r) e o valor de estresse (E) com o numero de
fragmentos obtidos para 55 individuos do Banco Ativo de Germoplasma de Mangabeira
da Embrapa Tabuleiros Costeiros.

4.3. Estrutura Genética

A partir da AMOVA, foi possivel observar o padrédo de distribuicdo da variabilidade
genética que variou entre e dentro dos acessos (Tabela 5). A variacdo molecular foi maior
dentro dos acessos (66%), ou seja, dentro de seu local de origem, do que entre eles
(34%). O acesso ‘Guaxinduba’ foi excluido dessa analise, por apresentar apenas um
individuo.

Tabela 8 - Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) de 54 acessos do Banco Ativo de
Germoplasma de mangabeira, com os dados fornecidos pela técnica RAPD. Aracaju, SE.
2010

Somados Quadrados Componentes Porcentagem
Fontes de Variac8o GL Quadrados Médios de Varidncia de variacdo

Entre acessos 9 335,37 37,26 5,17 34%
Dentro dos acessos 43 426,70 9,92 9,92 66%
Total 52 762,07 47,48 15,10 100%

O Numero Total de Alelos (Na) variou de 0,55 a 1,37, enquanto Namero de Alelos
Efetivos (NE) variou de 1,00 a 1,47, ja para o indice de Shannon (1) a variag&o foi de 0 a
0,38 (X=0,25), quanto aos valores de Heterozigosidade Esperada (He), estes entre 0 e
0,26 (X=0,17), (Tabela 6).
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Tabela 6 - Numero de alelos (Na); Numero efetivo de alelos (Ne); indice de Shannon (1) e
Heterozigosidade esperada (He) em estudo da diversidade genética do Banco Ativo de
Germoplasma de mangabeira, utilizando marcadores RAPD. Aracaju, SE. 2010.

Acesso/Local N Na Ne I He
Paratibe (PB) 4 1,08 1,29 0,24 0,16
Guaxinduba (PB) 1 0,55 1,00 0,00 0,00
Alhandra (PB) 4 1,13 1,33 0,27 0,19
Ipiranguinha (BA) 4 1,05 1,27 0,25 0,16
Agua Boa (PA) 6 1,27 1,33 0,29 0,19
Pontal (SE) 6 1,24 1,39 0,31 0,21
Preguica (SE) 6 1,38 1,46 0,38 0,26
Terra Caida (SE) 6 1,25 1,31 0,27 0,18
Lagoa Grande (BA) 6 1,33 1,33 0,28 0,19
Barra do ltariri (BA) 6 1,36 1,35 0,29 0,20
Costa Azul (BA) 5 0,99 1,19 0,15 0,11

Total 5 1,15 1,29 0,25 0,17

Os valores encontrados de numero de alelos (Na) para a mangaba foram
inferiores quando comparados aos trabalhos de Oliveira et al. (2008), que estudando a
variabilidade genética de Fava D’Anta (Dimorphandra mollis), encontraram Na de 1,728 e
de Ne de 1,522. Na literatura ha poucos trabalhos relacionados a este tipo de estudo, o
gue impossibilita a comparac¢do dos valores encontrados com outras areas ou bancos de
germoplasma no pais para a mangaba.

Para He, os valores foram inferiores aos valores encontrados por Oliveira et al.
(2008), que obtiveram He = 0,30 em estudos de diversidade genética entre populagcbes
de Fava D’Anta. Silva et al. (2009), analisando popula¢cdes nordestinas de cajazeira
(Spondias mombin), encontraram valores de He ainda maiores (0,57); e Pereira (2007),
em acessos de araticum (Annona crassiflora Mart.), por marcadores ISSR, obteve 0,86,
indicando alta diversidade genética entre populacdes.

O baixo valor de He (0,17) sugere baixa diversidade existente no BAG mangaba.
Em condicdes naturais espera-se que o valor de He seja sempre diferente de zero, pois
os individuos tém probabilidade de incorporar novos alelos por meio de cruzamentos, ou
ainda, em populagbes pequenas ou fragmentadas, além de ocorrer perdas por meio da
deriva genética (BARREIRA et al., 2006).

No presente trabalho, o indice de Shannon (0,25) foi considerado baixo, por ser
menor que 0,5. O indice de diversidade de Shannon (l) é utilizado para descrever a
rigueza de espécies, e varia de 0 a 1, sendo que quanto mais préximos de um, mais rica
€ a espécie. O acesso que obteve maior valor foi ‘Preguiga’, com 0,38. Os valores
observados entre os acessos podem estar relacionados ao fato de que 0s mesmos sao
provenientes de &reas fragmentadas, e com forte pressdo de selecdo antropica, 0 que
contribui para a deriva genética, ou ainda pela baixa representatividade dos locais de
origem, ou seja, o numero de individuos por acesso.

O indice de Shannon é empregado para quantificar a diversidade genotipica em
populagdes, o valor de ‘I indica freqléncia de classes desbalanceadas para determinada
caracteristicas e falta de diversidade genética (PERRY & MCINTOSH, 1991). Esse indice
é relativamente insensivel aos efeitos da distorcdo causada pela incapacidade de
detectar locos heterozigotos (DAWSON et al., 1995), sendo uma boa ferramenta para
analise de populagfes utilizando marcadores dominantes. A comparagdo com os indices
de Shannon é limitada pelo fato de que outros estudos utilizaram diferentes abordagens
para 0 seu célculo (GILLIES et al., 1997; WOLF et al.,, 1997). Assim, os resultados
obtidos podem contribuir para outros grupos de pesquisa que utilizem os mesmos
padrbes do presente estudo.
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4.4. Diversidade Genética
4.4.1 Entre acessos

A dissimilaridade baseada na distancia genética de Nei, calculada entre pares de
acessos (Tabela 7), variou entre 0,11 + 0 (AD e PA) € 0,51 £ 0,5 (CA e IP; CA e PR). Os
valores obtidos evidenciam o grau de dissimilaridade genética entre os acesos do BAG
mangaba (0,44). O menor valor foi observado entre os acessos oriundos do estado da
Paraiba, ratificando a proximidade tanto geografica, como genética. Ao contrario, maiores
valores observados entre os pares de acessos coletados na Bahia (CA e IP) - distantes
geograficamente em aproximadamente 66,3 Km - e 0s acessos coletados da Bahia e de
Sergipe (CA e PR) - distantes 37,0 Km - Este método teve por base o indice de
dissimilaridade genética com 0,26 (+0,04) de dissimilaridade média.

Tabela 7 - Matriz de dissimilaridade genética do coeficiente de Nei (1978) (abaixo da
diagonal) e erro estimado (acima da diagonal) obtidos utilizando 13 iniciadores de sintese
(primers) pela técnica RAPD entre 55 individuos do Bando Ativo de Germoplasma de
mangabeira. Aracaju, SE. 2010.
PA  GX AD IP AB PT PR TC LG Bl CA
Paratibe (PA) - 0,05 0,04 0,05 0,04 0,05 0,06 0,05 0,04 0,05 0,05
Guaxinduba (GX) 0,24 - 0,04 0,05 0,05 0,05 0,06 0,05 0,05 0,05 0,05
Alhandra (AD) 0,11 0,19

- 0,04 0,04 0,04 0,04 0,05 0,05 0,05 0,05
Ipiranguinha (IP) 0,21 0,40 0,12 - 0,04 0,05 0,03 0,05 0,05 0,05 0,06
Agua Boa (AB) 0,18 0,27 0,16 0,19 - 0,04 0,04 0,05 0,05 0,05 0,06
Pontal (PT) 0,22 0,25 0,16 0,21 0,20 - 0,04 0,05 0,04 0,04 0,05
Preguica(PR) 0,21 0,45 0,17 0,08 0,18 0,18 0,05 0,05 0,05 0,06

Terra caida (TC) 0,29 0,41 0,30 0,28 0,28 0,27 0,22 -
Lagoa Grande (LG) 0,19 0,31 0,21 0,30 0,33 0,18 0,25 0,22 - 0,04 0,05
Barra do ltariri (Bl) 0,25 0,34 0,21 0,31 0,33 0,19 0,27 0,20 0,17 - 0,05
Costa Azul (CA) 0,39 0,40 0,39 0,51 0,48 0,33 0,51 0,28 0,26 0,21 -

0,05 0,04 0,05

Diferentemente dos dados obtidos neste trabalho, Chiorato et al. (2007), avaliando
acessos de feijoeiro, da Phaseolus vulgaris, do BAG do Instituto agronémico de
Campinas (IAC) obtiveram divergéncia genética entre acessos variando de 0,13 a 0,82.
Junqueira et al. (2007), ao avaliarem a diversidade genética de acessos de maracuja-
suspiro, Passiflora nitida Kunth., da Embrapa Cerrados, obtiveram valores entre 0,03 a
0,61 entre 19 acessos. Alves (2002) obteve valores entre 0,02 e 0,99 entre acessos de
cupuacuzeiro (Theobroma grandiflorum).

Os valores de distancia genética de Nei foram utilizados para a construgdo de um
dendrograma com o método UPGMA. Houve diferenciacdo dos acessos a partir de 0,15
de dissimilaridade, ou seja, 0,85 de similaridade, sugerindo que h& baixa diversidade
genética entre os acessos do BGMangaba, como j& proposto na AMOVA (Figura 9).
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Figura 9 - Representacdo filogenética do agrupamento UPGMA estimado a partir da
similaridade genética do coeficiente de Nei (1978) para os 11 acessos do Banco Ativo de
Germoplasma de mangabeira.

A partir do DSGM (0,14), todos os acessos foram considerados similares entre si,
sendo que houve a formagédo de dois grupos, um primeiro grupo composto pelos acessos
Alhandra, Paratibe, Agua Boa, Preguica, Ipiranguinha e Guaxinduba; e o segundo pelos
acessos Barra do ltariri, Lagoa Grande, Pontal, Terra Caida e Costa Azul.

Para a ACoP, os dois primeiros eixos consolidaram 57,52% da variagdo entre os
componentes, sendo que ao total houve formacdo de trés grupos entre os acessos. O
primeiro grupo formado por Alhandra, Paratibe, Agua Boa e Pontal; o segundo por,
Ipiranguinha e Preguicga; e por fim, o composto por Lagoa Grande, Barra do Itariri e Terra.
Os individuos Costa Azul e Guaxinduba ndo se agruparam e se posicionaram em
guadrantes diferentes, evidenciando um destaque entre os acessos (Figura 10).
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Figura 10 - Andlise de Coordenadas Principais (ACoP) entre acessos do Banco Ativo de
Germoplasma de mangabeira da Embrapa Tabuleiros Costeiros.

Cruzando as informacgdes entre agrupamento UPGMA e ACoP, percebe-se que o
grupo de acessos formados por Alhandra (PB), Paratibe (PB), Agua Boa (PA) e Pontal
(PT), parecem estar relacionadas geneticamente. O acesso Guaxinduba (PB), apesar de
apenas ter um representante no BAG, apresentou a maior diferenca genética entre os
acessos, pois sempre se posicionou de maneira singular nos agrupamentos. Os acessos
Ipiranguinha (BA) e Preguica (SE) nos dois agrupamentos estdo ligados geneticamente.
Os acessos delimitados geograficamente entre Bahia e Sergipe: (Lagoa Grande (BA),
Barra do Itariri (BA), Terra Caida (SE) e Costa Azul (BA), geneticamente ndo apresentam
essa barreira geogréfica

O emprego de mais de um método de agrupamento, em razdo das diferencas na
hierarquizacdo, otimizagdo e ordenagdo dos grupos, permite que a classificacdo dos
acessos se complemente em funcgéo dos critérios que cada técnica utiliza, e impede que
inferéncias errbneas sejam adotadas na alocacdo de materiais, dentro de um
determinado subgrupo de gendétipos (ARRIEL et al., 2006).

4.4.2 Entre Individuos

Além da andlise da diversidade genética entre acessos, a diversidade genética
entre os individuos pertencentes ao BAG foi estimada (Tabela 8), sendo a similaridade
média de 0,48 (0,02-0,91) e erro médio de 0,05. A diversidade genética variou de 0,07 +
0,05 (PR4 e IP6), referentes aos coletados em Sergipe e Bahia, respectivamente, e de
0,88 £ 0,05 (PT2 e PT3), ambos pertencentes ao mesmo acesso, oriundo do estado de
Sergipe.
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Tabela 8 - Matriz da similaridade genética do coeficiente de Jaccard (1908) (abaixo da diagonal) e erro estimado (acima da diagonal)
obtidos utilizando 13 primers pela técnica RAPD entre 55 individuos dos 11 acessos do Banco Ativo de Germoplasma de Mangabeira da

Embrapa Tabuleiros Costeiros. Aracaju, SE. 2010.

PA 1 PA 2 PA 4 PA S5 GX2 AD1 AD2 ADS5 ADG6 IP1 IP3 1P 4 IP 6 AB1 AB2 AB3 AB4 AB5 ABG6 PT1 PT 2 PT3 PT 4 PT5 PT 6
0.05 0.05 0.05 0.06 0.06 0.06 0.06 0.06 0.05 0.05 0.05 0.04 0.05 0.05 0.06 0.06 0.06 0.06 0.06 0.06 0.06 0.06 0.05 0.06
0.06 0.06 0.06 0.06 0.06 0.06 0.06 0.05 0.05 0.06 0.05 0.06 0.05 0.06 0.05 0.06 0.05 0.06 0.06 0.05 0.05 0.05 0.06
0.05 0.05 0.05 0.05 0.06 0.06 0.06 0.06 0.05 0.05 0.06 0.06 0.06 0.06 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.06
0.05 0.05 0.05 0.06 0.06 0.06 0.06 0.05 0.05 0.06 0.05 0.05 0.06 0.06 0.06 0.06 0.06 0.05 0.06 0.05 0.06
0.05 0.05 0.06 0.05 0.06 0.06 0.05 0.05 0.06 0.06 0.06 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.06 0.05
0.05 0.06 0.06 0.06 0.06 0.05 0.05 0.06 0.05 0.06 0.06 0.06 0.06 0.05 0.05 0.05 0.06 0.06 0.06
0.06 0.05 0.06 0.06 0.06 0.05 0.05 0.06 0.06 0.06 0.06 0.06 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05
0.05 0.05 0.05 0.06 0.05 0.05 0.05 0.06 0.05 0.05 0.05 0.06 0.06 0.06 0.05 0.06 0.06
0.05 0.06 0.06 0.05 0.06 0.05 0.06 0.06 0.06 0.05 0.06 0.06 0.06 0.06 0.06 0.06

PA1 -

PA 2 0.57 -
PA 4 0.63 0.57 -
PAS5 0.60 0.45 0.76 -
GX2 0.55 0.51 0.76 0.64 -
AD 1 0.48 0.50 0.69 0.70 0.70 -
AD 2 0.53 0.52 0.65 0.59 0.76 0.62 -
AD 5 0.52 0.51 0.46 0.44 0.56 0.46 0.51 -
AD 6 0.54 0.46 0.51 0.46 0.58 0.48 0.60 0.68 -
P1 0.38 0.35 0.47 0.48 0.48 0.53 0.52 0.38 0.40

- 0.06 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05
IP3 0.39 0.33 0.48 0.52 0.55 0.48 0.53 0.33 0.44 0.54 - 0.06 0.05 0.05 0.05 0.05 0.06 0.05 0.06 0.05 0.05 0.06 0.06 0.05 0.05
P4 0.41 0.46 0.42 0.37 0.37 0.33 0.43 0.45 0.51 0.39 0.44 - 0.05 0.06 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05
IP6 0.16 0.28 0.23 0.22 0.24 0.24 0.27 0.26 0.25 0.23 0.31 0.33 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.04 0.05 0.05 0.04 0.05 0.05 0.05

AB 1 0.38 0.51 0.55 0.44 0.53 0.49 0.57 0.40 0.46 0.35 0.36 0.45 0.26 -
AB 2 0.32 0.37 0.50 0.39 0.45 0.38 0.49 0.37 0.40 0.41 0.36 0.42 0.23 0.64 -
AB 3 0.52 0.44 0.52 0.42 0.50 0.44 0.45 0.44 0.46 0.31 0.37 0.42 0.22 0.50 0.41 -
AB 4 0.45 0.40 0.56 0.46 0.62 0.47 0.52 0.42 0.44 0.38 0.50 0.40 0.21 0.54 0.43 0.70 -
AB 5 0.44 0.45 0.59 0.51 0.60 0.53 0.52 0.42 0.44 0.32 0.38 0.37 0.23 0.65 0.52 0.57 0.65 -
AB 6 0.45 0.40 0.58 0.51 0.64 0.50 0.52 0.43 0.42 0.36 0.44 0.36 0.18 0.54 0.40 0.56 0.76 0.70 -
PT1 0.47 0.49 0.62 0.54 0.62 0.59 0.61 0.45 0.44 0.35 0.38 0.35 0.24 0.54 0.46 0.48 0.58 0.72 0.66 -
PT 2 0.45 0.46 0.64 0.51 0.65 0.58 0.63 0.45 0.50 0.38 0.42 0.41 0.22 0.51 0.43 0.48 0.52 0.61 0.60 0.73 -
PT3 0.47 0.42 0.63 0.58 0.66 0.57 0.62 0.47 0.52 0.38 0.49 0.38 0.20 0.45 0.42 0.47 0.53 0.56 0.61 0.65 0.88 -
PT 4 0.45 0.38 0.58 0.51 0.61 0.55 0.57 0.40 0.45 0.36 0.56 0.38 0.21 0.38 0.35 0.39 0.52 0.49 0.59 0.63 0.69 0.73 -
PT5 0.38 0.34 0.36 0.40 0.45 0.47 0.40 0.44 0.43 0.42 0.36 0.32 0.21 0.24 0.28 0.31 0.40 0.43 0.43 0.52 0.49 0.51 0.49 B
PT 6 0.43 0.44 0.56 0.47 0.63 0.54 0.58 0.52 0.48 0.36 0.42 0.42 0.26 0.55 0.47 0.52 0.58 0.59 0.58 0.68 0.78 0.75 0.64 0.47 -
PR1 0.47 0.40 0.62 0.59 0.62 0.59 0.61 0.42 0.44 0.43 0.53 0.50 0.27 0.51 0.46 0.51 0.61 0.58 0.66 0.58 0.67 0.68 0.60 0.46 0.65
PR 2 0.15 0.10 0.06 0.11 0.08 0.07 0.09 0.11 0.11 0.08 0.12 0.10 0.13 0.05 0.06 0.07 0.07 0.07 0.06 0.12 0.09 0.08 0.10 0.16 0.09
PR3 0.44 0.42 0.47 0.51 0.51 0.47 0.49 0.39 0.44 0.37 0.53 0.46 0.31 0.42 0.30 0.45 0.58 0.49 0.61 0.49 0.49 0.51 0.52 0.52 0.50
PR4 0.05 0.03 0.04 0.09 0.06 0.05 0.07 0.06 0.05 0.06 0.13 0.03 0.07 0.03 0.03 0.02 0.07 0.08 0.08 0.10 0.07 0.08 0.11 0.13 0.04
PR5 0.51 0.35 0.51 0.57 0.44 0.48 0.47 0.41 0.48 0.34 0.45 0.42 0.20 0.49 0.38 0.44 0.45 0.53 0.53 0.50 0.50 0.52 0.48 0.36 0.54
PR6 0.48 0.38 0.56 0.54 0.49 0.51 0.47 0.38 0.45 0.36 0.45 0.39 0.20 0.49 0.35 0.41 0.45 0.53 0.55 0.53 0.53 0.52 0.50 0.38 0.54
TC1 0.41 0.29 0.44 0.44 0.47 0.46 0.40 0.36 0.38 0.30 0.35 0.29 0.19 0.44 0.31 0.42 0.50 0.45 0.55 0.50 0.48 0.49 0.43 0.36 0.56
TC2 0.41 0.26 0.47 0.47 0.43 0.46 0.43 0.29 0.33 0.32 0.35 0.34 0.18 0.42 0.36 0.42 0.43 0.45 0.46 0.46 0.54 0.53 0.41 0.34 0.49
TC3 0.43 0.28 0.48 0.49 0.47 0.48 0.38 0.33 0.38 0.34 0.42 0.33 0.15 0.43 0.33 0.41 0.47 0.47 0.53 0.42 0.45 0.49 0.45 0.36 0.46
TC4 0.40 0.24 0.45 0.44 0.46 0.43 0.39 0.27 0.34 0.30 0.51 0.35 0.17 0.40 0.31 0.36 0.44 0.42 0.45 0.42 0.42 0.47 0.53 0.27 0.45
TC5 0.48 0.32 0.48 0.49 0.47 0.48 0.40 0.33 0.42 0.38 0.51 0.41 0.19 0.43 0.32 0.44 0.50 0.44 0.45 0.40 0.42 0.47 0.43 0.35 0.48
TC6 0.45 0.35 0.55 0.51 0.51 0.53 0.52 0.35 0.44 0.41 0.42 0.38 0.17 0.54 0.43 0.54 0.55 0.55 0.54 0.49 0.60 0.61 0.47 0.33 0.55
LG1 0.45 0.40 0.60 0.57 0.55 0.67 0.50 0.43 0.40 0.44 0.42 0.35 0.21 0.40 0.29 0.44 0.45 0.44 0.50 0.53 0.62 0.60 0.53 0.44 0.54
LG2 0.49 0.48 0.63 0.58 0.58 0.67 0.54 0.47 0.46 0.43 0.41 0.37 0.22 0.50 0.39 0.50 0.48 0.51 0.51 0.56 0.62 0.60 0.51 0.40 0.57
LG3 0.47 0.39 0.47 0.48 0.46 0.53 0.44 0.45 0.36 0.35 0.38 0.34 0.20 0.31 0.23 0.40 0.36 0.38 0.42 0.44 0.52 0.51 0.49 0.37 0.45
LG4 0.56 0.39 0.51 0.59 0.57 0.56 0.53 0.49 0.43 0.40 0.43 0.30 0.18 0.39 0.34 0.44 0.48 0.50 0.55 0.55 0.48 0.54 0.48 0.50 0.51
LG5 0.48 0.42 0.53 0.59 0.59 0.67 0.50 0.42 0.43 0.42 0.46 0.31 0.17 0.44 0.30 0.40 0.48 0.50 0.60 0.58 0.57 0.61 0.57 0.53 0.56
LG 6 0.45 0.43 0.47 0.53 0.53 0.65 0.47 0.38 0.37 0.43 0.39 0.33 0.17 0.45 0.30 0.36 0.44 0.49 0.49 0.52 0.49 0.48 0.49 0.46 0.50

0.05 0.06 0.06 0.05 0.06 0.06 0.06 0.06 0.05 0.05 0.06
0.05 0.05 0.06 0.05 0.06 0.05 0.05 0.05 0.05 0.06
0.05 0.05 0.06 0.06 0.06 0.06 0.05 0.05 0.06
0.05 0.05 0.05 0.06 0.06 0.06 0.05 0.05
0.05 0.05 0.05 0.06 0.06 0.05 0.05
0.05 0.05 0.05 0.05 0.06 0.05
0.05 0.05 0.05 0.06 0.05
0.04 0.05 0.06 0.05
0.05 0.06 0.05
0.06 0.05
0.06

Bl 1 0.46 0.38 0.48 0.52 0.54 0.51 0.50 0.52 0.51 0.30 0.45 0.39 0.21 0.52 0.36 0.42 0.45 0.47 0.48 0.53 0.53 0.57 0.55 0.36 0.62
Bl 2 0.40 0.38 0.48 0.52 0.44 0.51 0.42 0.40 0.40 0.31 0.37 0.35 0.21 0.46 0.32 0.34 0.33 0.42 0.38 0.50 0.50 0.49 0.43 0.30 0.51
BI 3 0.44 0.33 0.44 0.54 0.52 0.51 0.48 0.42 0.41 0.32 0.41 0.31 0.20 0.42 0.31 0.40 0.41 0.45 0.55 0.52 0.55 0.56 0.50 0.40 0.51
Bl 4 0.52 0.42 0.54 0.50 0.58 0.49 0.59 0.45 0.46 0.31 0.36 0.35 0.20 0.47 0.37 0.43 0.39 0.46 0.48 0.56 0.59 0.52 0.46 0.33 0.54
BI5 0.41 0.31 0.41 0.47 0.54 0.48 0.50 0.44 0.38 0.37 0.43 0.31 0.19 0.32 0.31 0.39 0.43 0.42 0.48 0.50 0.55 0.57 0.50 0.50 0.59
Bl 6 0.40 0.35 0.43 0.49 0.47 0.51 0.50 0.40 0.35 0.38 0.34 0.33 0.19 0.35 0.27 0.25 0.31 0.37 0.40 0.50 0.47 0.44 0.45 0.44 0.48

CA1l 0.51 0.37 0.48 0.47 0.56 0.51 0.48 0.47 0.39 0.35 0.41 0.33 0.17 0.39 0.30 0.42 0.45 0.43 0.52 0.55 0.57 0.59 0.55 0.37 0.61
CA2 0.41 0.34 0.46 0.42 0.52 0.48 0.43 0.49 0.36 0.37 0.36 0.32 0.18 0.41 0.34 0.38 0.45 0.43 0.52 0.48 0.52 0.54 0.48 0.34 0.59
CA4 0.48 0.39 0.55 0.53 0.58 0.57 0.47 0.44 0.41 0.40 0.45 0.35 0.18 0.44 0.32 0.42 0.49 0.49 0.58 0.54 0.56 0.60 0.58 0.39 0.55
CAS5 0.45 0.39 0.52 0.51 0.58 0.55 0.47 0.43 0.43 0.39 0.45 0.34 0.19 0.43 0.30 0.37 0.45 0.47 0.56 0.54 0.56 0.58 0.56 0.39 0.52
CA6 0.43 0.36 0.52 0.51 0.51 0.58 0.42 0.38 0.35 0.37 0.42 0.32 0.20 0.41 0.29 0.39 0.42 0.47 0.49 0.54 0.57 0.56 0.54 0.36 0.50
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Tabela 8 - (Continuacdo) Matriz da similaridade genética do coeficiente de Jaccard (1908) (abaixo da diagonal) e erro estimado (acima da
Ativo de Germoplasma de

diagonal) obtidos utilizando 13 primers pela técnica RAPD entre 55 individuos dos 11 acessos do Banco
Mangabeira da Embrapa Tabuleiros Costeiros. Aracaju, SE. 2010.

PR1 PR2 PR3 PR4 PR5 PR6 TC1 TC2 TC3 TC4 TC5 TC6 LG1 LG2 LG3 LG4 LG5 LG6 Bl1 Bl2 BI3 Bl4 BI5 BI6 CA1 CA2 CA4 CA5 CAs

PA1 006 004 006 002 006 006 005 005 006 005 006 006 006 0.06 006 006 006 006 006 005 006 006 005 005 006 005 006 006 0.05
PA2 005 003 005 002 005 005 005 005 005 005 005 005 005 0.06 005 005 005 005 005 005 005 005 005 005 005 005 005 005 0.05
PA4 005 003 006 002 006 006 006 006 006 006 006 006 005 005 006 006 006 006 006 006 006 006 005 0.06 006 006 006 006 0.06
PA5 005 003 006 003 005 006 006 006 006 006 006 006 005 005 006 005 005 006 006 006 006 006 006 006 006 005 006 0.06 0.06
GX2 005 003 006 003 006 006 006 005 006 006 006 006 006 005 006 006 005 006 006 006 006 005 006 006 006 006 0.05 005 0.06
AD1 005 003 006 002 006 006 006 006 006 005 006 006 005 005 006 006 005 005 006 006 006 006 006 006 006 006 005 006 0.05
AD2 005 003 006 003 006 006 005 006 005 005 005 006 006 006 006 006 006 006 006 005 006 005 006 006 006 005 006 006 0.05
AD5 005 003 005 003 005 005 005 005 005 005 005 005 006 006 006 006 005 005 006 005 005 006 006 005 006 006 006 006 0.05
AD6 006 003 006 003 0.06 006 005 005 005 005 005 006 005 006 005 006 006 005 006 005 005 006 005 005 005 005 0.05 005 005
IP1 006 003 005 003 005 005 005 005 005 005 005 005 006 005 005 005 005 006 005 005 005 005 005 005 005 005 0.05 005 005

IP3 006 004 006 004 006 006 005 005 005 006 006 005 005 005 005 005 006 005 006 005 005 005 005 005 005 005 006 006 0.05

IP4 006 003 006 002 005 005 005 005 005 005 005 005 005 005 005 005 005 005 005 005 005 005 005 005 005 005 005 005 0.05

IP6 005 004 005 003 004 004 004 004 004 004 004 004 005 005 0.04 004 004 004 005 005 004 004 004 004 004 004 004 004 0.04

AB1 006 002 005 002 006 006 006 005 006 005 006 006 005 006 005 005 006 006 006 006 005 006 005 005 005 005 006 006 0.05
AB2 0.06 003 005 002 005 005 005 005 005 005 005 005 005 005 005 005 005 005 0.05 005 005 005 005 005 005 005 005 005 0.05
AB3 0.06 003 0.06 0.02 006 005 005 005 005 005 006 006 006 006 005 006 005 005 005 005 005 005 005 005 005 005 005 005 0.05
AB4 0.05 003 0.05 0.03 006 006 006 006 006 006 006 006 006 006 005 006 006 006 0.06 0.05 005 005 005 005 006 006 006 006 0.05
AB5 005 003 006 003 006 006 006 006 006 005 006 006 006 006 005 006 006 006 006 005 006 006 005 005 005 005 006 006 0.06
AB6 005 003 005 003 006 006 006 006 006 006 006 006 006 006 005 006 005 006 006 005 006 006 006 005 006 006 005 006 0.06
PT1 005 004 006 003 006 006 006 006 005 005 005 006 006 006 006 006 005 006 006 006 006 006 006 006 006 0.06 0.06 006 0.06
PT2 005 003 006 003 006 006 006 006 006 005 005 005 005 005 006 006 005 006 006 006 006 005 006 006 005 006 0.06 006 0.06
PT3 005 003 006 003 006 006 006 006 006 006 006 005 005 005 006 006 005 006 006 006 006 006 006 0.06 005 006 0.05 005 0.06
PT4 005 003 006 003 006 006 006 005 006 006 0.05 0.06 006 006 006 006 005 006 006 005 006 006 006 0.06 006 0.06 0.05 006 0.06
PT5 006 004 006 004 005 005 005 005 0.05 005 005 0.05 006 005 005 006 006 006 005 005 005 005 006 0.06 005 005 0.05 005 005
PT6 0.05 003 006 002 006 006 006 006 006 006 006 006 006 005 006 006 006 006 005 006 006 006 005 006 005 0.05 0.06 006 0.06
PR1 - 0.03 005 002 005 005 005 005 005 006 006 005 005 005 006 006 005 006 006 006 006 006 006 006 006 006 006 0.06 0.06
PR2 0.07 - 0.04 005 003 003 003 003 002 002 002 002 003 003 003 004 003 003 003 003 003 003 003 003 003 002 0.03 003 0.03
PR3 065 0.14 - 0.04 006 005 006 006 006 005 006 006 006 005 005 006 006 006 0.06 005 006 006 006 006 005 005 0.06 006 0.05
PR4 005 033 0.14 - 0.03 004 003 002 003 003 003 0.02 002 0.02 002 003 003 003 003 002 003 002 003 002 002 0.02 003 003 0.03
PR5 062 009 056 0.09 - 005 005 005 005 006 005 005 0.06 005 0.06 005 005 006 005 006 005 006 006 006 006 0.06 006 0.06 0.06
PR6 062 011 059 012 0.79 - 0.05 005 005 006 005 005 005 005 005 0.06 0.05 005 0.05 0.06 005 006 006 006 006 006 005 005 0.06
TC1 058 0.08 050 006 065 0.65 - 005 0.05 006 005 005 005 005 005 005 005 006 005 005 005 006 006 006 005 005 005 005 0.05
TC2 066 0.07 051 004 057 057 0.73 - 005 006 0.05 005 005 005 006 006 006 006 006 005 006 006 006 006 006 0.06 0.06 006 0.06
TC3 058 004 053 007 065 069 078 0.77 - 005 0.05 005 005 005 006 005 005 005 0.05 005 005 006 006 006 006 006 0.05 005 0.05
TC4 050 005 041 008 045 051 054 055 067 - 0.05 0.06 006 006 005 005 006 006 006 006 006 006 006 005 005 006 0.05 005 0.05
TC5 056 0.04 056 007 066 063 059 061 073 0.64 - 0.05 006 005 005 006 005 0.06 006 0.06 0.06 006 006 006 006 006 005 005 0.06
TC6 070 002 046 002 061 058 061 072 071 056 0.65 - 0.05 005 006 006 006 006 006 006 006 006 006 006 0.06 0.06 0.06 006 0.06
LG1 065 007 047 005 057 063 059 064 063 045 051 0.62 - 0.04 005 005 005 006 006 006 006 006 006 006 006 0.06 0.05 005 0.05
LG2 065 006 043 004 060 063 063 064 066 044 057 071 081 - 005 0.05 005 005 005 005 005 005 006 006 006 006 005 005 0.05
LG3 049 007 033 005 045 042 042 045 045 039 037 052 070 0.66 - 0.05 0.05 006 006 006 006 006 006 006 006 006 006 006 0.05
LG4 050 012 047 010 059 056 061 054 059 041 048 048 059 065 0.61 - 005 0.05 0.05 006 005 006 005 006 005 006 0.05 005 0.05
LG5 058 007 053 008 061 064 061 049 061 051 059 055 064 064 058 071 - 005 0.05 0.05 005 006 005 005 005 005 0.05 005 0.05
LG6 049 011 046 009 053 058 053 046 058 047 056 052 056 059 052 063 0.78 - 0.05 006 005 006 005 005 0.06 006 0.05 005 0.05
BI1 050 010 045 009 062 059 061 049 062 057 056 053 054 065 053 064 063 058 - 0.05 005 005 006 006 005 005 0.05 005 0.05

BI2 047 007 039 002 057 057 059 058 060 048 054 056 057 067 050 056 059 056 0.76 - 0.05 005 006 005 005 005 005 005 0.05

BI3 052 011 053 009 058 058 063 056 063 051 053 052 053 059 052 068 073 062 068 0.64 - 005 0.05 005 005 005 005 0.05 0.05

BlI4 051 008 043 004 049 052 052 055 052 044 047 053 047 058 048 056 054 046 062 060 0.72 - 005 0.05 005 006 005 005 0.05

BI5 055 010 045 009 048 048 053 049 048 043 048 050 046 052 050 058 061 058 053 051 063 0.59 - 0.05 0.05 0.05 0.05 0.06 0.06

BI6 047 007 044 005 046 048 046 049 046 040 045 045 048 049 050 056 061 065 056 067 061 060 0.65 - 0.05 0.06 0.06 0.06 0.06

CA1 055 007 043 004 048 051 063 054 053 059 051 050 053 056 053 058 063 052 066 064 067 061 063 059 - 0.04 0.04 0.04 0.05
CA2 053 004 035 002 046 046 061 049 051 054 046 050 053 057 055 056 060 052 061 059 063 054 061 056 087 - 0.04 005 0.05
CA4 056 007 047 007 055 060 062 051 062 063 057 054 057 063 054 062 074 061 070 063 073 060 059 052 083 081 - 0.03 0.04
CA5 052 007 044 007 052 057 060 048 060 064 058 052 058 061 054 059 075 062 071 063 074 063 055 055 081 079 091 - 0.04
CA6 052 008 039 006 052 055 060 053 058 058 053 054 064 064 063 057 070 059 066 070 0.69 058 055 055 079 0.77 0.86 0.87 -
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Na Figura 11, sao representados filogeneticamente os dados de similaridade
genética. Os individuos mais distantes foram o IP6 (0,89) e o PR4 (0,91); e 0os mais
similares, PT2 (0,64) e PT3 (0,90). O par de individuos PR2 e PR4 foram os mais
divergentes (0,33 +0,05). Foi possivel a formacao de oito grupos.
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Figura 11 - Representacdo filogenética do agrupamento UPGMA estimado a partir da
similaridade genética do coeficiente de Jaccard (1908), e analise Bootstrap (10.000x) para
55 individuos dos 11 acessos do Banco Ativo de Germoplasma de mangabeira.

Os individuos mais distantes foram o IP6 (0,89) e o PR4 (0,91); e os mais similares,
PT2 (0,64) e PT3 (0,90). A partir do nivel de Similaridade Genética Média (SGM), obtido
(0,83), a maioria dos gendétipos foi divergente entre si, com excec¢ao do grupo formado pelos
individuos CA6, CA5 e CA4, com 0,71 de similaridade e, os pares CAl1 e CA2, com 0,79. A
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similaridade genética média indica o valor acima do qual os individuos sdo considerados
semelhantes. Assim sendo, o par PT2 e PT3 com 0,90 pode ser considerados préoximos. A
estabilidade dos agrupamentos dentro do dendrograma foi testada por procedimentos de
reamostragem, sendo utilizadas 10.000 reamostragens bootstrap.

Na analise de agrupamento ACoP (Figura 12) os dois primeiros componentes
principais apresentaram a soma de variacdo de 28,93%. Houve a formacdo de seis grupos:
o primeiro, formado pelos individuos AD2 e AD6; o segundo, por AD5 e PR2; o terceiro
grupo, formado pelos individuos AD1 e PT5; o quarto grupo formado pelos individuos PA2,
AB2, IP3, AB1, PT6, PT3, LG3 e LG1,; e, o quinto por IP4, PR3, AB3, AB5, AB4, PT1, PR1,
PR5, BI6, TC2, BI3, CA6, CA5, CA4, BI2, LG6, TC4, TC6, BI5, TC3, LG4, LG2, CAL, GX2,
PA5, PT4, LG2, PT2, PA4, AB6, PA1, IP1, e por fim um sexto formado por PA3 e PR4.
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Figura 12 Analise de Coordenadas Principais (ACoP) para individuos do Banco Ativo de
Germoplasma de mangabeira da Embrapa Tabuleiros Costeiros.

Analisando conjuntamente as informacgfes entre agrupamento UPGMA e ACOP,
observou-se que o individuo IP6 nao foi agrupado, reforcando que este individuo é o mais
divergente. O grupo 4 da andlise de coordenadas, agrupou partes dos grupos G4, G5 e o
G6 e G7 do agrupamento UPGMA. H& um grande numero de individuos agrupados no
grupo 5 da ACoP, sendo similar ao maior numero de individuos reunidos no dendrograma
(G2 e G3), indicando pouca divergéncia entre eles. Os individuos no acesso AD6 e AD2, se
agruparam em posicoes diferentes no dendrograma; contudo, na ACoP estéo relacionados.
O mesmo ocorreu para o grupo 1 (AD6 e AD2); 3 (PR2 e AD5) e 6 (PA3 e PR4) da ACoP.
Todos os individuos do acesso Terra Caida apresentaram-se ligados geneticamente nos
dois agrupamentos.
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Quando os acessos foram introduzidos, foram identificados de acordo com o local de
coleta, ou seja, onze introducBes com seis repeticbes de cada. Com a realizacdo do
presente trabalho, analisando cada individuo, foi verificado que essas repeticbes sdo na
verdade gendtipos distintos. Apenas os pares de individuos CA4 e CA5; CAl e CA2e PT2e
PT3 foram considerados duplicatas.

Os resultados indicam a existéncia de 49 acessos, 0 que representa importante
conservacdo da diversidade no Banco Ativo de Germoplasma de mangabeira da Embrapa
Tabuleiros Costeiros.
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5. CONCLUSOES

A técnica RAPD é eficiente na avaliacao da diversidade genética em mangabeira.

O Banco Ativo de Germoplasma de Mangabeira da Embrapa Tabuleiros Costeiros
apresenta amplitude e diversidade genética.

E de extrema importancia o estudo da diversidade genética por mais de um método
de agrupamento, a fim de reforgar a confiabilidade dos resultados obtidos.

O acesso Preguica apresenta melhor estrutura genética, sendo potencial para futuros
trabalhos de melhoramento.

Sugere-se que os pares dos individuos CA4 e CA5; CAl e CA2 e PT2 e PT3 sejam
duplicatas.

O Banco Ativo de Germoplasma de Mangabeira da Embrapa Tabuleiros Costeiros
possui 49 acessos.
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