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CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E
MOLECULAR DE GENOTIPOS DE MANGABA!

SIMONE ALVES SILVA2, ELIZANGELA MERCIA DE OLIVEIRA CRUZ?,
RONALDO VIANA DOS REIS?%, CLAUDIA FORTES FERREIRA®,
ADRIANA RODRIGUES PASSOS?®

RESUMO- O objetivo do trabalho foi verificar a divergéncia genética entre 25 gendtipos de mangaba da
regido de Iramaia-Chapada Diamantina-Bahia, utilizando os marcadores morfologicos e os marcadores
RAPD. As seguintes aferi¢oes foram realizadas nos frutos maduros: diametro longitudinal (DL) e transversal
(DT), massas do fruto (MF), da semente (MS) e da polpa (MP), rendimento de polpa (%P) e a contagem do
numero de sementes (NS). Os caracteres quimicos avaliados no fruto maduro foram: pH, acidez (Ac), s6lidos
soluveis totais (SST), acido ascorbico (AA), actcar total (ACT) acticar redutor (ACR), aguicar ndo redutor
(ACNR) e relacao sdlidos soluveis totais: acidez (SST/Ac). Para a amplificacao, foram testados 51 random
primers. Os resultados médios das aferi¢cdes foram: DL (37,03 mm), DT (34,34 mm), MF (24,45 g), MS
(2,42 g), MP (22,03 g), e NS (11,14). Para as avaliagdes quimicas, foram verificados os resultados médios:
%P (88,44%), AA (80,23 mg 100 g), Ac (0,96%), pH (3,67), SST (14,15 °Brix), ACT (9,26 mg 100 g),
ACR (5,13 mg 100 g), ACNR (4,13 mg 100g") e SST/Ac (14,56 mg 100g™). Oito random primers foram
selecionados por apresentarem bandas mais intensas, e seis (OPA 08, OPB 12, OPB 19, OPH 15, OPH 18 e
OPH 19) geraram 28 regides de bandas polimoérficas. Dentre os marcadores morfologicos, MF e MP foram
os que mais efetivamente contribuiram para a divergéncia genética. A formacao de seis e sete grupos para
os marcadores moleculares e morfoldgicos, respectivamente, indicou a presenga de variabilidade genética
na populacdo avaliada.

Termos para indexacio: Hancornia speciosa Gomes, RAPD, divergéncia genética.

MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR CHARACTERIZATION
OF MANGABA GENOTYPES

ABSTRACT- The objective was to assess the genetic diversity among 25 Mangaba genotypes in the
Iramaia-Chapada Diamantina region, Bahia, using morphological markers and RAPD markers. The following
measurements were performed in mature fruits: longitudinal (LD) and transverse (TD) diameter, fruit
(FM), seed (SM) and the pulp (PM) mass, pulp yield (% P) and the count seed number (SN). The chemical
characters were evaluated in mature fruit: pH, acidity (Ac), total soluble solids (TSS), ascorbic acid (AA),
total sugar (TS) reducing sugar (RS), non-reducing sugar (NRS) and total soluble solids /acidity (TSS/Ac).
For amplification were tested 51 random primers. The average results of the measurements were LD (37.03
mm), TD (34.34 mm), FM (24.45 g), SM (2.42 g), PM (22.03 g), and SN (11.14). For chemical evaluations
were checked the average results: % P (88.44%), AA (80.23 mg100g™), Ac (0.96%), pH (3.67), TSS (14.15
°Brix) TS (9.26 mg100g™!), RS (5.13 mg100g™), NRS (4.13 mg100g"') and TSS/Ac (14.56 mg100g™!). Eight
random primers were selected for having more intense bands and six (OPA 08, OPB 12, OPB 19, OPH 15,
OPH 18, OPH 19) were sufficient to generate 28 polymorphic bands. Among the morphological markers,
FM and PM were the most effectively contributed to divergence. The formation of six and seven groups
for molecular markers and morphological, respectively, indicated the presence of genetic variability in the
population. .

Index terms: Hancornia speciosa Gomes, RAPD, genetic diversity.
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INTRODUCAO

Hancornia speciosa Gomes, popularmente
conhecida como mangabeira, ¢ uma frutifera
nativa do Brasil, ocorrendo espontaneamente nas
regides sudeste, norte, nordeste e centro-oeste. A
mangabeira vem destacando-se por seus frutos serem
consumidos maduros, in natura e industrializados.
Nao obstante sua importancia, os caracteres que
devem ser considerados no melhoramento genético
ainda ndo estdo bem definidos para a mangabeira,
pois ela ndo passou pelo processo de domesticacao
(GANGA et al., 2010).

A utilizagdo de técnicas precisas para a
identificacdo e a caracterizagdo de gendtipos ¢é
essencial para programas de melhoramento ¢
para a protecdo de cultivares. Os marcadores
morfolégicos ainda sdo muito utilizados, entretanto
podem apresentar problemas de baixa eficiéncia
no diagnoéstico de avaliagdo da variabilidade
disponivel. Por outro lado, marcadores moleculares
sdo altamente precisos por detectarem diferengas em
nivel de DNA e por exibirem suficiente polimorfismo
para discriminar os genotipos (SAMAL et al., 2011).

Estudos sobre a caracterizagdo morfologica
de mangaba, apesar de incipientes, sdo encontrados
na literatura (SOUZA et al., 2007; SANTOS et al.,
2009). Entretanto, no que tange aos marcadores
moleculares, o cenario é mais critico; sendo raros
os trabalhos utilizando marcadores moleculares
para a caracterizagdo da mangabeira e de seus frutos
(GANGA et al., 2010).

Os marcadores moleculares sdo importantes
ferramentas para a detec¢do da variabilidade com
precisao, uma vez que, com o advento das técnicas
modernas de biologia molecular, surgiram diversos
métodos de detecgdo de polimorfismo em nivel de
DNA, tendo como maior interesse a perspectiva
de estabelecer ligagdes entre os marcadores ¢ os
genes que controlam determinada caracteristica
(OLIVEIRA et al., 1996).

Dentre essas aplicagdes, destaca-se o
estudo da diversidade genética em programas de
melhoramento, especialmente na elucidacdo da
variabilidade genética disponivel para os melhoristas.
Os marcadores moleculares tém sido utilizados em
estudos de diversidade, em muitas espécies vegetais
(JOSHI et al., 2000; GAUDEUL et al., 2000; QIAN
et al., 2001; GUASMI et al., 2008).

Os marcadores RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) vém sendo utilizados para
estudos da variabilidade e/ou divergéncia genética
também em frutifera, a exemplo de Musa spp. e
Mangifera indica L (BROWN et al., 2009; SAMAL

et al., 2011); Psidum spp. (GOMES FILHO et al.
2010) Hancornia speciosa Gomes (DA SILVA et
al., 2011).

Neste contexto, objetivou-se, neste trabalho,
investigar a diversidade genética entre genotipos de
mangaba, da regido de Iramaia - Chapada Diamantina
- BA, por meio dos marcadores morfoagrondmicos
e RAPD.

MATERIAL E METODOS
Material Vegetal

Para realizar o experimento, vinte e cinco
genotipos de mangaba (IR , IR, IR, IR, IR, IR, IR,
IR, IR, IR, IR , IR, IR, IR , IR, IR, IR ,

IR, IR, IR,, IR,, IR, IR,,, IR, e IR,,) foram
coletados no campo, em diferentes locais da regido
Iramaia-BA. O clima ¢ do tipo semiarido, subimido
a seco, vegetacao tipo caatinga densa com palmeiras,
sendo a latitude de 13° 18’00 e longitude de 40°58°00.

Foram coletados folhas jovens e frutos em
diferentes estadios de maturacdo, acomodados em
caixotes plasticos e transportados para o Laboratorio
de Tecnologia de Alimentos do Departamento de
Quimica Agricola e Solos, da Escola de Agronomia
da Universidade Federal do Reconcavo da Bahia —
UFRB, no municipio de Cruz das Almas - BA.

No laboratorio, foram selecionados 30 frutos
maduros por genotipo para a realizagdo das analises,
descartando-se aqueles com danos e uniformizando-
0s quanto ao estddio de maturagdo (prontos para
o consumo), indicada pela presen¢a da coloragdo
amarelada ou avermelhada. Por gravimetria,
utilizando balanga analitica digital, foram obtidas
as massas da semente (MS), da polpa (MP) ¢ do
fruto (MF). O ntimero de sementes por fruto (NS)
foi obtido por contagem e também foram avaliados
os didmetros longitudinal (DL) e transversal (DT)
do fruto com auxilio de paquimetro.

Caracteres fisico-quimicos

Foram avaliados nos frutos maduros: pH da
polpa, acidez (Ac), sdlidos soluveis totais (SST),
acido ascorbico (AA), actcares totais (ACT),
acucares redutor (ACR) e ndo redutor (ACNR),
utilizando os métodos-padrdo, segundo Instituto
Adolfo Lutz (2008).

Os dados foram analisados por estatistica
descritiva, utilizando-se de medidas de tendéncia
central (média) e de variabilidade dos dados
(desvio-padrdo ¢ coeficiente de varia¢do). Foram
realizadas analises multivariadas por meio de
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analise de agrupamento ¢ analise de componentes
principais. Como medida de dissimilaridade, foi
utilizada a distancia euclidiana média, e com base nos
calculos foram estabelecidos graficos de dispersdo
¢ dendrogramas, os quais permitiram agrupar os
genotipos e classificar os mais divergentes. As
analises foram realizadas através do Aplicativo
Computacional Genes (CRUZ, 20006).

Caracterizacio do DNA gendmico

Folhas jovens foram coletadas dos genotipos
em estudo, acondicionadas em papel- aluminio e
colocadas em caixa de isopor contendo gelo seco
em seu interior. A seguir, foram transportadas para o
laboratorio de Biotecnologia Molecular da Embrapa
Mandioca e Fruticultura, no municipio de Cruz das
Almas-Ba, armazenadas a -80°C até o inicio das
avaliacdes.

O DNA foi extraido segundo o protocolo de
Doyle e Doyle (1990), e as amplificagdes, efetuadas
no termociclador (MJ Research, Inc modelo PTC
100). A reacao de amplificagdo constituiu-se de 2,0
mL de DNA genémico [5 ng], 1,5 mL de tampao
de PCR 1X, 0,45 mL de MgCl, 50mM, 0,60 mL de
dNTPs 2,5 mM, 0,50 mL de Taqg DNA polimerase, 3,0
mL de Primer R/F (4mM) e 6,95 mL de 4gua Milli-Q,

O programa utilizado para as amplificagoes
seguiu de um ciclo de 94°C/1 minuto, 32°C/1
minuto,72°C/1 minuto; 39 ciclos de 94°C/15
segundos, 32°C/30segundos, 72°C/1 minuto; um
ciclo de 72°C/7 minutos.

Foram testados 51 random primers da
marca “Operon”, com os produtos das rea¢des de
amplificagdes separados em gel de agarose (1,2%)
corados com brometo de etidio e fotografados
com luz ultravioleta, utilizando o sistema Kodac
Digital. Os dados obtidos foram registrados na
forma de presenca (1) e auséncia (0) de bandas.
As distancias entre os genotipos foram calculadas
com base no coeficiente de similaridade de Nei e Li
(1979). De acordo com as distancias genéticas, foi
claborada analise de agrupamento pelo método da
varidncia minima, utilizando o programa estatistico
Tools for population genetic analysis - TFPGA
(MILLER,1997).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando as avaliac¢des fisicas e quimicas
(Tabela 1), os genotipos IR, IR IR (IR, e IR,
apresentaram os valores de DL, DT, MF, MS e NS
acima da média. O genotipo IR, também se destacou

nesses caracteres fisicos, a exce¢do da MS (2,13).

Guilherme et al. (2007) constataram os valores
médios de 37,59 + 10,66mm e 34,53 £+ 8,83mm
para o didmetro longitudinal e didmetro equatorial,
respectivamente, para os frutos da mangabeira
oriundos do norte de Minas Gerais.

Para as avaliagdes quimicas (Tabela 1), os
genotipos IR, e IR, foram os que apresentaram os
maiores valores para a maioria das caracteristicas
fisico-quimicas estudadas. Foi verificado que os
valores encontrados neste trabalho estdo de acordo
com Souza et al., (2007) e Santos et al. (2009). Os
valores verificados para SST nos genotipos IR , (17
’Brix), IR (16,7 °Brix), IR (16,6 "Brix)e IR (16,4
%Brix) estdo acima dos valores médios encontrados
em estudos com outras fruteiras, como manga ¢
bacuri (SILVA et al., 2010; BEZERRA et al., 2011).

De acordo com Ferreira et. al. (2007), os
frutos da mangabeira sdo aromaticos, delicados,
saborosos e nutritivos, com teores de vitaminas e
sais minerais superiores aos da maioria das espécies
frutiferas. Essas caracteristicas demonstram o
potencial que a mangabeira tem para ser explorada
em programas de melhoramento e no mercado de
fruteiras no cendrio nacional.

Com os valores dos componentes principais,
as estimativas dos autovalores e os coeficientes de
ponderagdo associados a cada carater (Tabela 2),
foi possivel verificar um acumulo de 83, 27% da
variancia total nos dois primeiros componentes
principais. Os atributos MF ¢ MP foram os de
maior importancia para discriminarem os genotipos
estudados, considerando as estimativas dos
autovalores com contribuicdo relativa de 37,76 g ¢
29,29 g, respectivamente.

O resultado desta analise deve ser considerado
com cautela, uma vez que ndo foram feitos testes
para avaliar a correlagdo e a colinearidade entre as
caracteristicas.

O agrupamento de gendtipos de mangabeira
estabelecidos com base na distancia euclidiana média
(Figura 1) demonstra a formagao de sete grupos,
significando que muitos cruzamentos divergentes
podem ser efetuados entre os gendtipos avaliados. A
maior distancia observada foi entre IR_e IR | (0,079).

De acordo com o dendrograma obtido a partir
de dados moleculares, foi verificada a forma¢do de
seis grupos distintos, confirmando a variabilidade
encontrada através dos marcadores morfoldgicos
(Figura 2). A maior distancia observada ficou entre
IR, e IR,, (0,41), enquanto a menor distancia foi
verificada entre os genotipos IR, e IR (0,0). Nao foi
obtido um dendograma dos descritores morfologicos
semelhante ao produzido pela técnica de RAPD.
Altas correlagdes nem sempre sao obtidas, devido a
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interag@o gendtipo X ambiente, que afeta a expressao
do gendtipo (SAMAL et al., 2011).

Dentre os 51 random primers utilizados
neste trabalho, oito permitiram bandas visiveis
com eficiéncia na amplifica¢do, ¢ os demais nao
apresentaram poliformismo. Dos oito random
primers amplificados, dois foram monomorficos
(OPA 09 e OPAC 04) e seis (OPA 08, OPB 12, OPB
19, OPH 15, OPH 18 ¢ OPH 19) foram polimorficos,
gerando 19 bandas polimoérficas (Tabela 3). O random
primer que apresentou maior polimorfismo foi OPH
19, com os fragmentos amplificados entre 400 e
1.500 pb. Da Silva et al.(2011), trabalhando com

divergéncia genética entre acessos de mangabeira,
utilizaram 12 random primers , 0s quais permitiram a
obtengao de 106 bandas, sendo 92 delas polimérficas
(86,79%).

Mais testes ou outros marcadores podem ser
avaliados para se buscar uma analise mais refinada
da variabilidade genética da mangabeira; entretanto,
como sdo incipientes os trabalhos referentes as
caracteristicas moleculares da mangaba, os resultados
aqui obtidos, mesmo com o nimero pequeno de
marcas polimérficas, colaboram para o programa de
melhoramento da espécie.

a7 Método de agrupaments : Single Linkage

IR{0
[[3]
—H

= IR20

M

|—

0 i0 a0 a0 4

&l ] 7 & & 100

FIGURA 1- Dendrograma construido com 25 gendtipos de mangabeira usando caracteristicas
morfoagrondmicas dos frutos ¢ a distribui¢do dos grupos estabelecidos com base na distancia

Euclidiana Média.
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TABELA 2 — Estimativas dos autovalores e contribuigdo relativa dos caracteres dos frutos de mangabeira
provenientes da regido de Iramaia-BA, 2010.

Estimativa de autovalores

Componentes principais Variancia (%) % Acumulada Caracteres Contribuicio Relativa

Y, 58,77 58,77 MF 37,76
Y, 24,50 83,28 MP 29,29
Y, 9,038 92,32 NS 10,41
Y, 3,71 96,04 DTF 8,36
Y, 2,51 98,56 DLF 6,46
Y, 0,93 99,49 SST 5,18
Y, 0,48 99,97 ACT 2,46
Y 0,022 100,0 AC 0,77

8

MEF: Massa do fruto; MP: massa da polpa; NS: niimero da semente; DFT: diametro transversal do fruto; DLF: diametro longitudinal
do fruto; SST: sélidos soluveis totais; ACT: agtcares totais; AC: acidez.

TABELA 3 — Primers utilizados, sequéncia 5’— 3¢, bandas monomorficas, bandas polimorficas e total de
bandas geradas por marcadores RAPD em genoétipos de mangabeira.

Primer Sequéncia (5°-3’) Bandas polimérficas  Bandas monomorficas Total
OPA 08 GTGAGCTAGG 2 2
OPB 12 CCTTGACGCA 1 2 3
OPB 19 ACCCGGGAAG 3 0 3
OPH 15 AATGGCGCAG 4 3 7
OPH 18 GAATCGGCCA 4 1 5
OPH 19 CTGACCAGCC 5 1 6
Total 19 9 28
5.000 4.000 3.000 2,000 1.000 [l.l.'l[lg1
23
19 1
17
n
13
15
; 14 I
118
|_ —— 12
6 m
— ]
16
4
—_—5
- . : v
— o
7
— 24 A
2 VI
22

FIGURA 2 - Agrupamento construido utilizando a distancia genética dos 25 genotipos de mangabeira através
de marcadores moleculares RAPD, com base no coeficiente de similaridade de Nei e Li, e a
distribuigdo dos seis grupos formados (I, 11, III, IV, V e VI).
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CONCLUSOES

1- Dentre os marcadores morfoagronomicos,
as variaveis massas da polpa (MP) e do fruto (MF)
sdo as que mais contribuem para a divergéncia
genética entre os gendtipos da populacdo avaliada.

2- Os gendtipos IR, e IR apresentam
variabilidade genética e os maiores valores para a
maioria das caracteristicas fisico-quimicas estudadas,
e podem ser usados na comercializa¢do dos frutos e
na sequéncia dos estudos com o melhoramento da
espécie.

3- Os resultados deste estudo demonstram o
potencial que a Mangaba apresenta para ser explorada
tanto pelo mercado quanto por pesquisadores.
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