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ESTUDO DE CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS E VARIABILIDADE
GENETICA DE BARU E ARATICUM UTILIZANDO MARCADORES RAPD E
MICROSSATELITES
RESUMO GERAL

Os frutos das espécies nativas do cerrado oferecem um elevado valor nutricional,
além de atrativos sensoriais como, cor, sabor e aroma peculiares e intensos, ainda pouco
explorados comercialmente. O baru (Dipteryx alata Vog.), arvore da familia Leguminosae, ¢
uma fruteira amplamente disseminada no Cerrado. O araticum (Annona crassiflora Mart.) é
uma espécie frutifera da familia Annonaceae, nativa da regido do Cerrado, muito estudada
atualmente em diversas areas. Os objetivos deste estudo foram: a) estudar a variabilidade
genética de acessos de baru com base em caracteristicas morfologicas e com base em analise
de DNA por marcadores moleculares RAPD e Microssatélites; b) estudar a variabilidade
genética da colegdo de trabalho de acessos de araticum, utilizando caracteristicas
morfologicas e marcadores moleculares RAPD e Microssatélites. Folhas de 10 acessos de
baru e 18 acessos de araticum da colecdo de trabalho da Embrapa Cerrados foram coletadas e
o DNA gendmico extraido utilizando o método do CTAB, com modificagdes. Amostras de
DNA de cada material genético foram amplificadas via Reagdo em Cadeia da Polimerase para
obtencdo de marcadores moleculares RAPD e Microssatélites. Foram avaliadas 15
caracteristicas morfologicas quantitativas do baru e 23 caracteristicas morfoldgicas categoricas
de baru e de araticum. As andlises das amostras de DNA demonstraram grande diversidade
genética entre os acessos. Os trabalhos de caracterizacdo morfoldgica e molecular mostraram
a importancia dos diferentes grupos de caracteristicas para avaliar a variabilidade genética dos
acessos.Observou-se que o ambiente pode ter interferido muito nas caracteristicas
morfologicas dos acessos. Estudos de variabilidade genética utilizando apenas caracteristicas
morfologicas avaliadas in situ podem nao ser adequados devido a grande influéncia ambiental
sobre tais caracteristicas. Os acessos de baru e araticum avaliados sdo importantes fontes de
variabilidade para enriquecimento da atual cole¢do de trabalho da Embrapa Cerrados. Os
resultados obtidos nesse trabalho sugerem que a analise das progénies ou de matrizes clonadas
em diferentes ambientes assume importancia estratégica para futuros estudos de
caracterizagao morfo-agronomica de germoplasma.

Palavras-chave: variabilidade genética, baru, araticum, RAPD, SSR, caracteristica
morfoldgica.
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STUDY OF MORPHOLOGICAL CHARACTERISTICS AND GENETIC
VARIABILITY OF BARU AND ARATICUM USING RAPD AND
MICROSATELLITES MOLECULAR MARKERS
GENERAL ABSTRACT

The fruits of native species of the Brazilian Savanna offer a high nutritional value, as
well as attractive color, flavor and intense aroma. Most of these species were not exploited
commercially. The baru (Dipteryx alataVog.) is a fruit widely disseminated in the Brazilian
Savanna. Araticum (Annona crassiflora Mart.) is an Annonaceae fruit, native in the Brazilian
Savanna region, nowadays widely studied in several areas. The objectives of this work were:
a) to analyze the genetic variability of baru accessions based on morphological characteristics
and on DNA analysis using RAPD and microsatellite markers; b) studying the genetic
variability of the araticum germplasm collections, using morphological and RAPD and
microsatellites molecular markers. Young leaves of 10 baru and 18 araticum accessions from
Embrapa Cerrados collections were collected and used to genomic DNA extractions using the
CTAB method, with modifications. DNA samples from each genetic material were amplified
by Polymerase Chain Reaction for obtaining. Fifteen quantitative and 23 categorical
morphological characteristics were used to analyze baru and araticum genetic variability. DNA
analyzes showed high genetic diversity among baru and araticum accessions. The
characterization using morphological and molecular markers showed the importance of
different types of characteristics to evaluate the genetic variability of accessions. It was
observed that the environment may have high interference on morphological characteristics of
the accessions. Genetic variability studies using only morphological characteristics assessed in
situ may not be effective due to the large environmental influence on these phenotypic
characteristics. The baru and araticum accessions evaluated in these work are important
sources of variability to enlarge the current Embrapa Cerrados collections. The present results
suggest that analysis of accessions (progeny or cloned plants)in different environment shave

strategic importance for future studies of morpho-agronomic germplasm characterization.

Keywords: genetic variability, baru, araticum, RAPD, SSR, morphological characteristics.
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1. INTRODUCAO GERAL

O Cerrado ¢ considerado o segundo maior bioma brasileiro, com
aproximadamente 200 milhdes de hectares. E reconhecido como a savana mais rica do
mundo em biodiversidade com mais de 12 mil espécies de plantas vasculares
(MENDONCA et al., 2008). A riqueza de suas espécies, segundo Aguiar et. al. (2004),
pode representar 33% da diversidade bioldgica brasileira. Mesmo com limitagdes de
chuva e solo, o Cerrado apresenta surpreendente variabilidade de espécies. Hopkin et al.
(2004), afirma que essa rica biodiversidade estd em risco de desaparecer devido a falta
de planejamento adequado relacionado a investimentos em pesquisa, conservagdo e
cumprimento das politicas publicas ja existentes.

Soares et al. (2009) cita Barbosa (1996) ao dizer que algumas destas espécies
podem constituir potenciais fontes de exploragdo econdmica, desde que a pesquisa € o
desenvolvimento de tecnologias viabilizem seu aproveitamento. Isso porque ainda
existem muitas lacunas no conhecimento cientifico sobre a fauna e a flora existentes no
Cerrado, sendo, portanto, imprescindivel um aumento e uma intensificacdo nos estudos
para a caracterizacdo, conservagao € manejo sustentavel desse bioma, além de uma
maior capacitagdo técnica e destinacdo adequada de recursos financeiros.

Segundo Sano et al. (2007), o Cerrado apresenta em torno de 40% da vegetacao
alterada pela atividade humana. Isso se deve ao fato de ser o bioma que possui a menor
porcentagem de area legalmente protegida, apenas 5,2 %, integralmente protegida na
forma de unidades de conserva¢dao (JEPSON, 2005). Portanto muitas espécies estdo
ameacadas pela ocupacdo antropica desordenada do Cerrado e o extrativismo
predatério. E uma perda para a satde, bem estar e economia da sociedade, pois, espécies
nativas de grande potencial de uso econdmico como frutiferas, medicinais, madeireiras
ou ornamentais sdo substituidas por culturas, muitas vezes, sem o devido cuidado com
boas praticas para conservagao dos recursos naturais.

Para conservar as espécies com potencial econdmico, além da criacdo de
unidades de conservacdo maiores, devem-se recuperar areas degradadas e recompor
reserva legal das propriedades rurais com mudas oriundas destas espécies (HOPKIN,
2004). Outra forma seria o estabelecimento de sistemas de produgdo comercial. Estudos
sobre a variabilidade genética destas espécies geram importantes informacdes para
subsidiar diferentes praticas de manejo, estabelecimento e manejo de bancos de
germoplasma e também etapas iniciais de sele¢do e melhoramento genético (FALEIRO,

2007; FALEIRO 2011a).



Os métodos para detectar, analisar e quantificar a variabilidade genética em
nivel molecular oferecem algumas vantagens como a obtengdo de um ndmero
praticamente ilimitado de polimorfismos, a possibilidade da analise a partir de pequena
quantidade de tecido das plantas e a ndo influéncia do ambiente. As informagdes
geradas sao importantes para complementar os estudos morfoldgicos e agronomicos de
inimeros acessos de diferentes espécies de interesse cientifico e tecnoldgico.

Atualmente, existem varios tipos de analises do DNA, como aquelas baseadas na
obten¢do de marcadores moleculares e aquelas baseadas em analises de seqiiéncia. Entre
os marcadores moleculares utilizados em estudos de diversidade genética, aqueles
baseados em polimorfismos de DNA amplificados ao acaso (RAPD) e em
polimorfismos de DNA obtidos em regides de microssatélites (SSR) tém sido muito
utilizados. Analises de seqiiéncia de DNA de cloroplastos também tém sido utilizadas
com sucesso em estudos de filogenia e evolucdo. As diferentes técnicas apresentam
vantagens ¢ desvantagens, as quais devem ser consideradas em estudos genéticos
(FALEIRO, 2011Db).

Entre as espécies nativas de potencial agronomico, as fruteiras do cerrado
possuem grande importancia. O grande desafio destas espécies envolve a producio ¢ a
comercializacdo, onde esforgos pontuais aprimoram o conhecimento e possibilitam o
avanco desse novo mercado (VIEIRA et al., 2010).

Essas frutas estdo altamente adaptadas aos solos locais e necessitam de poucos
insumos quimicos, apresentando baixo custo de implantacdo ¢ manutengdo. Além de
serem usadas na formagdo de pomares domésticos e comerciais, essas fruteiras podem
ser utilizadas com sucesso na recuperacdo de areas desmatadas ou degradadas; no
plantio intercalado com reflorestas, no enriquecimento da flora; no plantio em parques e
jardins; no plantio em areas acidentadas para controle de erosdo e no plantio de areas de
protecao ambiental — APAs. Elas sdo comercializadas em feiras da regido Centro-Oeste
e margens de rodovia com grande aceitacdo pelo consumidor e pregos competitivos.
(VIEIRA et al., 2010).

Dentre as espécies que possuem maior potencial para a exploracdo sustentada
em médio e em curto prazo, com base em seu potencial econdmico, nutricional, social e
ambiental, com perspectiva de fomentar seu uso pelo pequeno agricultor e por
comunidades rurais esta o baru (Dipteryx alata Vog.) e o araticum (Annona crassiflora
Mart.).



Sano et al. (2010) destacam o baru que, apesar da sua irregularidade na produgao
de frutos, possui alta produtividade, facilidade no transporte e armazenamento dos
frutos e a qualidade do produto. Como alimento, a améndoa ¢ rica em proteinas, lipidios
insaturados, fibras e minerais essenciais. Além disso, ¢ uma espécie-chave, pois
amadurece na época da seca, alimentando varias espécies da fauna do Cerrado.

Melo (2010) destaca o araticum que, apesar da producao irregular como o baru e
o alto grau de dorméncia de suas sementes, por sua vez, atrai o consumidor pelo seu
tamanho e caracteristicas fisicas do fruto; ja dispde de mercado, ainda que local; os
frutos ja sdo explorados por pequenas industrias de doces, sorvetes etc; apresenta boa
producao de polpa e facilidade de uso em despolpadeiras; além de ja dispor de razoavel
conhecimento gerado pelas pesquisas, especialmente sobre a producao de mudas.

Dentro do contexto apresentado, objetivou-se neste trabalho, analisar a
diversidade genética — por meio de marcadores moleculares RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) e microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeats), e utilizando
caracteristicas morfologicas(analises quantitativas e categoricas) de colecdes de trabalho
de araticum (Annona crassiflora) e baru (Dipteryx alata), gerando informagdes para
subsidiar diferentes praticas de manejo, estabelecimento ¢ manejo de bancos de
germoplasma e também etapas iniciais de sele¢do e melhoramento genético dessas

plantas.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
O Cerrado

O Cerrado caracteriza-se como uma formagdo do tipo savana tropical, com
aparente sazonalidade (EITEN, 1994; RIBEIRO & WALTER, 1998), destacando-se
pela riqueza de sua biodiversidade. A grande heterogeneidade vegetal e espacial do
Cerrado, onde diversas fitofisionomias alternam-se na paisagem, estd ligada a variagao
dos solos e de suas caracteristicas (composi¢do quimica, profundidade, tipo de
drenagem) (LOPES & COX, 1977). Fatores ligados a geomorfologia e evolugdo do
relevo determinam fortemente os tipos de solo e terrenos do Cerrado, favorecendo a
diversidade de paisagens e ambientes. De modo geral, essa regido pode ser definida
como um dominio de planaltos antigos, com topografia suave ou levemente onduladas,
em geral acima dos 500 m, entrecortados por depressdes periféricas, lentamente
erodidas pelas maiores bacias hidrograficas da América do Sul (Tocantins-Araguaia,
Sao Francisco, Parana-Paraguai) (MACHADO et al., 2008).

O bioma cerrado ¢ um complexo de formagdes vegetais: inclui o tipo florestal,
cerraddo e mata seca; formacdes intermediarias como o cerrado sensu stricto, 0 campo-
cerrado, o campo sujo ¢ formagdes distroficas tipicamente campestres, como o campo
limpo de cerrado (COUTINHO 1978). Existem outros fatores que determinam a
fisionomia do cerrado, além do gradiente de fertilidade do solo. Dentre eles, de acordo
com Dias (1992), estd a disponibilidade de 4gua do solo, resultante do total anual e
estacionalidade das chuvas bem como a capacidade de retengdo de agua no solo, dada
pela textura e profundidade deste. Goodland & Ferri (1979) ainda destacam a saturacao
de aluminio e Coutinho et al. (2002) ressaltam a incidéncia do fogo e outras acdes
antropicas.

Embora a biodiversidade ofereca grande valor econdmico, ambiental e espiritual
para a humanidade, tem sido ameacada pelo consumo insustentavel de recursos naturais
e pelo répido crescimento populacional e aumento da pobreza. A expansdo da
agricultura, das industrias e da urbanizacdo de forma desordenada tem fragmentado,
degradado e eliminado o habitat de inimeras espécies. Também, a introducdo de
espécies exoticas em locais antes habitados por nativas e a poluicdo tem alterado os
ciclos climaticos e biogeoquimicos ocasionando mudangas drasticas no planeta. A caca,
a pesca e o comércio predatorios estdo dizimando as ultimas populacdes de espécies de

alto valor (LANGHAMMER et al., 2007).



Estas a¢des antropicas interferem também na ocupacdo do espaco nos solos do
Cerrado, fazendo com que o avango de suas atividades cause a perda de espécies, caso
medidas compensatorias ndo sejam adotadas. Somente o cumprimento do Coédigo
Florestal ndo ¢ suficiente para evitar a perda de espécies, que podera chegar a um quarto
daquilo que ¢ conhecido para o dominio do Cerrado (MACHADO et al., 2008). Até
mesmo porque as mudancas que ja foram aprovadas, mas ainda ndo publicadas, no
Congresso Nacional para o novo Codigo interferem muito nas areas de preservagao
ambiental além de ndo impor a compensagio ou recuperagdo de areas ja degradadas. E
preciso que sejam promovidas agdes complementares de prote¢do da biodiversidade por
meio de unidades de conservacdo publicas e de adocdo de melhores praticas em
sistemas produtivos.

Dias (2008) considera ainda que a solugdo dos problemas ambientais da regido
depende de uma maior cooperagdo internacional, de uma atuagdo maior das
organizagdes nao-governamentais e, acima de tudo, de uma mudanca de atitude e
politica que priorize o uso sustentado dos recursos naturais num trabalho cooperativo
entre proprietario particular e governo. O que facilitaria essa acdo seria o
reconhecimento do Cerrado como patrimonio nacional, como ja aconteceu com a
Amazonia, Mata Atlantica e ao Pantanal (DIAS, 2008).

Segundo Aguiar et al. (2004), ainda existem muitas lacunas no conhecimento
cientifico sobre a fauna e a flora existente no Cerrado sendo, portanto, imprescindivel
um aumento ¢ uma intensificacdo nos estudos para a caracterizagdo, conservagao e
manejo sustentavel desse bioma, além de uma maior capacitacdo técnica e destinacao
adequada de recursos financeiros.

Segundo Pereira et al. (2001), citados por Parron et al. (2008), embora o Brasil
detenha a maior diversidade de espécies de plantas, a grande maioria das espécies
cultivadas no pais ¢ exotica. Esses autores pressupdem que essa condi¢ao decorre de
nossa recente descoberta e do pouco conhecimento das espécies, aliados ao dominio
cultural imposto pelas civilizagdes mais antigas que introduziram as espécies vegetais e
os animais que mais lhe interessavam. Parron et al. (2008) ressalvam ainda que a
domesticacdo de espécies nativas permite a preservagao dessas espécies seja pelo
incentivo ao cultivo e conseqiiente perpetuagdo, seja pelo fato de que as demandas da
sociedade tém carater de apoio e estimulo para as pesquisas cientificas que visam a
obtencdo de conhecimento e produtos de melhor qualidade e mais adequados as

exigéncias do mercado.



Importéncia alimentar e econdmica de espécies nativas do Cerrado

O Cerrado possui grande diversidade de plantas, entre as quais muitas
apresentam grandes possibilidades de exploragdo, cujo maior potencial ¢ sua utilidade
na alimentacgdo. Os frutos das espécies nativas do cerrado oferecem um elevado valor
nutricional, além de atrativos sensoriais como, cor, sabor € aroma peculiares e intensos,
ainda pouco explorados comercialmente.

A valorizagao ¢ a descoberta de meios de uso sustentavel da biodiversidade do
Cerrado sdo alternativas interessantes para a sua conservacdo. A utilizacdo sustentavel
dos recursos naturais ¢ um desses meios, através da apresentacdo do potencial de uso e
da importancia socioecondmica. Os frutos nativos do Cerrado, que sao a base de
sustentacdo da vida silvestre e fonte de alimento para as populagdes locais podem ser
inseridos nesse contexto (SILVA et al., 2001). Diversos estudos sobre a caracterizagao
fisico-quimica de frutas nativas do Cerrado t€ém encontrado varias fontes de proteinas,
lipideos, carboidratos, minerais, fibras, vitaminas e substancias bioativas, tais como,
carotendides e compostos fendlicos (ALMEIDA et al., 2008; WONDRACEK et al.,
2008), aumentando o interesse nas pesquisas tanto de caracterizagdo fisico-quimica
quanto na agrondmica.

Algumas frutas nativas do cerrado, como o araticum, o buriti, a cagaita e o pequi,
apresentam teores de vitaminas do complexo B, tais como as vitaminas B1, B2 e PP,
equivalentes ou superiores aos encontrados em frutas como o abacate, a banana e a
goiaba, tradicionalmente consideradas como boas fontes destas vitaminas. Grande parte
das frutas nativas em regides tipicas de clima tropical ¢, especialmente, rica em
carotendides. Os frutos de palmeiras, como o buriti, o tucuma, o dendé, a macauba e a
pupunha sdo fontes potenciais de carotendides pro-vitamina A.

Frutas nativas do cerrado brasileiro, de consumo regional bastante difundido,
como o araticum e o pequi, sdo importantes fontes de carotenoides. Frutos de araticum
(Annona crassiflora Mart.) procedentes de populagdes nativas do sul de Minas Gerais
apresentaram teores de pro-vitamina A que variaram entre 70 e 105 retinol equivalente
por 100g de polpa. A geléia caseira de araticum, processada termicamente, conservou
melhor os teores de carotenoides, de vitamina C e o potencial pro-vitamina A do que o
licor caseiro que foi obtido por infusdo alcodlica a frio. Vitaminas e antioxidantes sdo
altamente instaveis e susceptiveis a degradac¢des durante o processamento pos-colheita.

A natureza do produto e as condi¢des de processamento e estocagem podem afetd-los,



comprometendo a aparéncia, o aroma e o valor nutritivo do alimento (Disponivel em:
<http://www.todafruta.com.br> Acessado em janeiro/2011).

Publicagdes como Aproveitamento alimentar de espécies nativas dos cerrados:
araticum, baru, cagaita e jatoba (ALMEIDA, et al., 1987) e Cerrado: aproveitamento
alimentar (ALMEIDA, 1988) destacam a importancia das espécies nativas e descrevem
receitas sobre o aproveitamento de frutas nativas da regido Centro-Oeste, com grande
énfase para o pequi, o buriti, o baru e o araticum, refor¢cando a sua possivel inser¢cdo no

sistema de producdo agricola da regido (AGOSTINI-COSTA et al.,2010)
Fruteiras nativas do Cerrado

O aumento do fluxo de informagao disponivel nos meios de comunicacao aliado
ao crescimento das influéncias multiculturais, a busca por uma dieta mais saudavel e as
grandes variedades de sabores e cores que as frutas tropicais conferem as refeicdes esta
provocando uma mudanga nos habitos alimentares da populacdo (AGOSTINI-COSTA,
2010)

O crescente aumento no consumo de frutas constitui uma importante tendéncia
da década. Fibras, vitaminas, mineirais e antioxidantes caracterizam a fungdo
diferenciada que as frutas exercem sobre o adequado desenvolvimento e funcionamento
do organismo. Fitoquimicos especiais desempenham um importante potencial protetor e
preventivo de doencas causadas pelo estresse oxidativo, que incluem distirbios
cardiovasculares, canceres, catarata, reumatismo e muitas outras doengas auto-imunes
(SLOAN, 1999; KAUR & KAPOOR, 2001).

De acordo com Avila et. al. (2009), para que ocorra a dissemina¢io do
conhecimento sobre os beneficios provindos dos frutos do cerrado e conseqiientemente
sua ampla utilizacdo por todo o Brasil, e por que ndo o mundo, deverd aumentar a
divulgagdo, sendo um dos meios interessantes a pesquisa.

O conhecimento sobre técnicas de cultivo e de producao de mudas de frutiferas
do Cerrado ¢, como um todo, insuficiente, pois estas plantas encontram-se, ainda, em
estado selvagem, apresentando grande variabilidade genética. Pequenos plantios podem
e devem ser feitos para garantir a sobrevivéncia e a perpetuacdo dessas espécies
ameacadas de extingdo, de forma que, a0 mesmo tempo em que se faga a preservagao, se
possa trabalhar a questio da exploragdo comercial sustentavel (LEITAO FILHO, 1981).

Atualmente, ja existe um numero de estudos consideraveis sobre o assunto, no

entanto necessitam ser ampliados, ja que além de propagarem informagdes podem
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descobrir novas aplicagdes e tecnologias. Avila et al. (2009), colocam que outro fator
que poderia proporcionar o contato destes frutos com regides nao nativas seria o plantio
comercial, o que, ainda, possibilitaria uma maior quantidade de frutos, contribuindo

para utilizagdo dos mesmos em escala industrial e a diminui¢ao do risco da extingao.
Baru

O barueiro (Dipteryx alata Vog.) ¢ uma leguminosa arborea (Papilionoideae),
possui arvore hermafrodita de at¢ 15 m de altura, podendo alcancar mais de 25 m em
solos mais férteis, com tronco podendo atingir 0,7 m de didmetro e copa podendo ser
alongada ou larga, medindo de seis a onze metros de didmetro, densa e arredondada.
Folhagem bonita, com folhas compostas por seis a doze foliolos, alternos ou sobpostos,
de coloragdo verde intensa. Com ramos lisos e que oferecem resisténcia ao vento.Flores
pequenas, de coloragdo alva e esverdeada. Fruto tipo legume drupdide, monospérmico,
indeiscente, geralmente ovodide, com alguns frutos de forma ndo bem definida, fibroso,
cor variando de bege-escuro a marrom-avermelhado, opaco, superficie irregular
apresentando algumas depressoes, textura lisa, com éapice arredondado, base estreita e
bordo inteiro, com um dos lados apresentando-se levemente achatado, assemelhando-se
a uma linha de sutura. Quando o fruto ¢ aberto, o pericarpo ¢ bem distinto, o epicarpo é
fino de consisténcia macia e quebradi¢a, o mesocarpo ¢ marrom, consisténcia macia,
farinaceo, espesso, constituindo a polpa; endocarpo lenhoso, amarelo-esverdeado ou
marrom. Semente Unica, forma variando entre levemente ovalada e largo eliptica, sendo
a ultima mais comum, apresenta dimensdes ¢ massa variadas, associadas com a massa
do fruto. A cor brilhante do tegumento varia de marrom-amarelada ou avermelhada a
quase preta (CORREA et al., 2008; NEPOMUCENO, 2006; SANO et al., 2004; SILVA
et al., 2003; SANO et al., 1999; FERREIRA et al., 1998).

Em muitas propriedades tradicionais, voltadas para a pecudria, as arvores do
baru sdao preservadas na abertura das pastagens, devido a sua integracdo e convivéncia
pacifica com o modelo de exploracdo praticado pelas populagdes rurais, ja que o fruto
amadurece na época da seca e alimenta varias espécies da fauna, incluindo o gado,
servindo de complemento alimentar e, ainda, a arvore serve de abrigo (SANO et al.,
2004; CORREA et al., 2000; SANO et al., 1999).

O barueiro faz parte do grupo de espécies nativas usadas pela populagdo regional
como fonte complementar de renda familiar, pela exploracdo extrativista de seu fruto, o

baru. E uma das espécies frutiferas nativas mais promissoras para cultivo, em razao do
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seu uso multiplo, alta taxa de germinacao de sementes e de estabelecimento de mudas.
Em longo prazo, o uso dessa planta nas areas a serem recuperadas como reservas legais
e de protecdo ambiental, margens de rios e corregos favorecera a sua conservagdo e a
manuten¢do de outras espécies associadas (SANO et al., 2004). Como a exploragdo se
da por extrativismo, e sdao ainda insuficientes as informacdes sobre a biologia e manejo
do barueiro, ¢ indispensavel a realizagdo de estudos que contribuam para direcionar
estratégias mais eficientes para sua domesticacdo, conservacdo e uso sustentavel

(SILVA et al., 1997).
Araticum

A arvore do araticum ¢ hermafrodita com seis a oito metros de altura por dois a
quatro metros de didmetro de copa. E preferencialmente alogama, com flores;
freqlientemente carnosas, de coloragdo esverdeada ou branco-amarelada; folhas; rigidas,
dispostas caracteristicamente intercaladas na posicao horizontal ao longo dos ramos; e
ramos jovens, apresentando densa pilosidade marrom-avermelhada e apresenta
caducifdlia na época seca. Possui de trinta a oitenta frutos por plantas, tendo cada fruto
formato oval a arredondado e dimensodes de 0,09 a 0,15 m de comprimento por 0,10 a
0,15 m de didmetro, peso de quinhentos a quatro mil e quinhentos gramas, densidade de
1,09 g/cm® e de sessenta a cento e noventa sementes elipticas € marrom-escuras
(BRAGA FILHO et al., 2005; SILVA et al., 2003; SILVA et al., 1994; ALMEIDA et
al., 1987). A floragdo acontece, principalmente nos meses de setembro a novembro, a
frutificacdo nos meses de novembro a mar¢o e a colheita dos frutos nos meses de
fevereiro a margo (SILVA et al.; 2003; SILVA et al.; 1994).

O fruto ¢ muito apreciado pela fauna e pela populagdo local, tornando-os
valorizados para comercializagdo (MESQUITA et al., 2007). Na fauna, por exemplo, as
antas (Tapirus terrestris) alimentam-se do fruto e, como conseqiiéncia acaba
contribuindo para a biodiversidade do cerrado, ja que os consome e defeca a maioria das
sementes intacta e as dispersa em locais de terreno seco, propicio a germinagdo
(GOLIN, 2008).

Quanto ao consumo humano, além do aproveitamento alimentar este fruto pode
ser utilizado como farmaco e/ou cosmético (BLANCO et al., 2007).

O valor comercial dos frutos e dos produtos deles derivados confere a esta

espécie elevado potencial de utilizagdo econdmica. Apesar disso, poucos estudos tém
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sido feitos no sentido de subsidiar uma exploracdao racional e melhor aproveitamento

desta frutifera nativa (NAVES et al., 1994).
Caracterizacao e uso de recursos genéticos do Cerrado

Segundo Goedert (2007), entende-se por recursos genéticos vegetais o material
genético vegetal com valor atual ou potencial. Os recursos genéticos vegetais abrangem
as seguintes categorias: espécies silvestres, parentes silvestres das plantas cultivadas,
racas locais de planta, variedades de plantas, linhagens melhoradas e populagdes
experimentais e linhagens com caracteristicas genéticas e citogenéticas especiais, dentre
outras (VALOIS, 1999).

Valls (2009) foi citado por Wondracek (2009) por colocar que a conservagao
prospeccdo, coleta, caracterizacdo avaliagdo e documentacdo dos recursos genéticos
vegetais, também chamados de recursos fitogenéticos, para alimentacdo e a agricultura
sdo essenciais para o desenvolvimento agricola sustentavel para as geracdes presente ¢
futura. S3o a matéria-prima indispensavel para o melhoramento genético das culturas
pela incorporagdo de espécies ou gendtipos novos a matriz agricola ou, em programas
mais especificos, a incorporagdo de caracteres uteis, ndo disponiveis nas cultivares em
uso. Além disso, sdo essenciais para a adaptagdo as alteragdes ambientais e as
necessidades humanas futuras.

Os mesmos fatores que levam ao isolamento por dissimilaridade, entre
populacdes de plantas, sdo também responsaveis pela subdivisdo genética dentro das
populacdes. A subdivisdo genética local, ou estruturagdo em parentesco, resulta de um
agrupamento espacial de individuos, que estdo mais intimamente relacionados do que
seria esperado em genotipos que estdo distribuidos aleatoriamente (HEYWOOD, 1991).
Espécies de plantas com baixas densidades e bancos de semente discretos, desenvolvem
estrutura genética espacial positiva em pequenas escalas, ou seja, as plantas mais
proximas espacialmente sao mais similares geneticamente do que o esperado pelo acaso.
Em contraste, espécies com sobreposicao de banco de sementes, alta taxa de fecundagao
cruzada, estabelecimento raro das plantulas e recrutamento distante da planta mae,
apresentam pouca estruturacio genética intrapopulacional (CAVERS et al., 2005).

As técnicas moleculares tornaram possivel distinguir a estrutura genética, dentro
e entre populacdes, e t€ém auxiliado no esclarecimento dos padrdes de fluxo génico,
dispersao e selecdo (CAVERS et al., 2005). Aliadas as técnicas de auto-correlagdo

espacial, elas possibilitaram o aprimoramento dos métodos de andlise e permitiram a
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estimativa do fluxo génico aparente dentro de populacdes, com base na estrutura
genética espacial entre plantas (EPPERSON, 2003; FENSTER et al, 2003;
VEKEMANS & HARDY, 2004; DINIZ-FILHO et al., 2008). Por meio desses métodos,
a estrutura genética que tradicionalmente era avaliada apenas em grandes escalas
espaciais, entre populagdes, passou também a ser feita em escala local (DEGEN, 2001;
HARDY, 2003).

A falta de informagdes sobre os aspectos genéticos das espécies ¢ um dos
principais problemas na avaliacdo de recursos genéticos e decorre, principalmente, da
caréncia de estudos sobre diversidade genética. Esse problema dificulta o
estabelecimento de estratégias que assegurem nao s6 a conservagao de populagdes
naturais de plantas ecologicamente importantes, mas também a de outros recursos

genéticos potencialmente uteis as populagdes humanas (BLANCO, 2007).
Uso de marcadores moleculares no estudo de espécies nativas do Cerrado

A biotecnologia representa um importante papel na agricultura, sendo aplicada
em areas como o estudo de células, em cultura de tecidos, para promover a rapida
propagagcdo de uma espécie, em diagnostico de pragas e doengas, na engenharia
genética, bem como em programas de melhoramento genético. Em varias metodologias,
o monitoramento com marcadores moleculares, ao lado dos conhecidos marcadores
morfologicos, trouxe progressos significativos (KUMAR, 1999).

Nos ultimos anos, com o desenvolvimento da biotecnologia, diversas técnicas de
marcadores moleculares t€ém permitido indicar, com precisdo, as variagdes genéticas
presentes no DNA de um determinado organismo.

A utilizagdo de marcadores moleculares ¢ uma ferramenta chave que possibilita
aos programas de melhoramento determinar mapeamento e diagnodsticos genéticos,
taxonomia molecular, analises de integridade genética e estudos evolutivos de macro e
microrganismos. Alternativamente, o uso de marcadores genéticos baseados na
identificacdo de polimorfismo de DNA, ¢ utilizado pelo melhorista para criar um padrao
genético proprio de cada cultivar (WUNSCH & HORMAZA, 2007).

Os parametros genéticos populacionais estimados com base em marcadores
podem ser utilizados para diversos fins. Quando o objetivo € a conservacao de espécies
importantes, ou de espécies que estdo inseridas em biomas que devem ser preservados,
estes parametros podem ser uteis na deteccdo de populagdes que apresentem diferentes

magnitudes de variabilidade genética e que, portanto, requerem diferentes estratégias
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para sua conservagdo in situ ou ex situ (AVISE & HAMRICK 1996, NEWTON et al.
1999). Quando, por outro lado, o interesse for a domesticagdo da espécie e sua
utilizagdo econdmica, estes parametros podem auxiliar na definicdo de programas de
coleta visando a sele¢do de apenas parte da variabilidade que seja de interesse para o
melhorista (BOREM 1998).

Os principais tipos de marcadores moleculares podem ser classificados em dois
grupos, conforme a metodologia utilizada para identifica-los: hibridizacdo ou
amplificacio de DNA. Entre os identificados por hibridizagdo e revelados por
amplificagdo incluem os marcadores do tipo: RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA; WILLIAMS et al., 1990), SCAR (Sequence Characterized AmplifiedRegions),
Microssatélite e AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) (MILLACH, 1999).

O primeiro, RAPD, por ser uma metodologia mais simples e relativamente mais
barata, tem sido intensamente utilizado por diversos laboratérios, para diferentes
culturas e as mais variadas finalidades. O segundo tipo, Microssatélite, apresenta
vantagens de fornecer maior conteudo de informag¢do de polimorfismo por loco, devido
a expressdo co-dominante € ao multialelismo, em relagdo ao RAPD, que tem
comportamento dominante, detectando apenas um alelo por loco. Entretanto, sua
utilizagao ¢ limitada pela necessidade prévia do desenvolvimento de primers especificos
para a obten¢do dos marcadores (SAWAZAKI et al., 2002).

A detecgdo de polimorfismo de marcadores microssatélites, também chamados
de seqiiéncias curtas repetidas em tandem (STR — Short Tander Repeats) ou seqiiéncias
simples repetidas (SSR — Simple Sequence Repeats), ¢ hoje a tecnologia mais utilizada
para a identificacdo individual, a investigacdo de vinculo familiar e o mapeamento
genético em seres humanos, animais domésticos e plantas.

As espécies nativas dos cerrados merecem especial atencdo, pois este bioma foi
considerado recentemente como um dos “hotspots” mundiais de diversidade (Myers et
al. 2000). Essa diversidade bioma pode ser observada nas suas fruteiras. Estas possuem
grande variabilidade genética, como as pitayas (JUNQUEIRA et al., 2010), araticum
(PIRES et al., 2010a), baru (PIRES et al., 2010b), pequi (MELO JUNIOR, 2003;
LOPES et al.,, 2004; FALEIRO et al.,, 2008) dentre outras espécies e estudos

importantes.
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ESTUDO DE CARACTERISTICAS MORFOLOGICASE
VARIABILIDADE GENETICA DE COLECAO DE BARU UTILIZANDO
MARCADORES RAPD E MICROSSATELITES

RESUMO

O baru (Dipteryx alata Vog.) é uma fruteira amplamente disseminada no
Cerrado. O fruto possui alto valor caldrico e nutricional, sendo a polpa e a semente
usadas principalmente como fonte de carboidrato, proteina e 6leo. Objetivou-se, nesse
trabalho, estudar a variabilidade genética de acessos de baru com base em
caracteristicas morfologicas e em analises de DNA por marcadores moleculares RAPD
e Microssatélites. Folhas de 10 acessos da cole¢do de trabalho da Embrapa Cerrados
foram coletadas e o DNA gendmico extraido utilizando o método do CTAB, com
modificagdes. Amostras de DNA de cada material genético foram amplificadas via PCR
para obtencdo de marcadores RAPD e Microssatélites. Foram avaliadas 15
caracteristicas morfologicas quantitativas e 23 caracteristicas morfoldgicas categoricas
das matrizes de baru. As analises de DNA demonstraram grande diversidade genética
entre os acessos. Tanto as caracteristicas morfologicas quanto as moleculares
permitiram uma diferenciacao dos acessos. Os trabalhos de caracterizagdo morfologica
e molecular mostraram a importancia dos diferentes grupos de caracteristicas para

avaliar a variabilidade genética dos acessos.

Palavras chaves: baru, marcadores moleculares,caracteristicas morfologicas,

correlagao.

23



STUDY OF MORPHOLOGICAL CHARACTERISTICS AND GENETIC
VARIABILITY OF BARU COLLECTION USING RAPD AND
MICROSATELLITES MOLECULAR MARKERS

ABSTRACT

The baru (Dipteryx alata Vog.) is a native fruit widely disseminated in the
Brazilian Savanna. The fruit has a high caloric and nutritional value with fruit pulp and
seeds used as a carbohydrate, protein and oil sources. The objective of this work was to
study the genetic variability of baru accessions based on morphological characteristics
and DNA analysis using RAPD and microsatellites molecular markers. Young leaves of
10 baru accessions of the Embrapa Cerrados collection were collected and used for
genomic DNA extraction using the CTAB method, with modifications. DNA samples
from each genetic material were amplified by PCR for obtaining RAPD and
microsatellites markers. Fifteen quantitative and 23 categorical morphological
characteristics were used to analyze baru genetic variability. DNA analysis showed high
genetic diversity among accessions. Both molecular and morphological characteristics
allowed the accessions differentiation. The characterization using morphological and
molecular markers showed the importance of different types of characteristics to

evaluate the genetic variability of accessions.

Keywords: baru, molecular markers, morphological characteristics.
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1. INTRODUCAO

O baru (Dipteryx alata Vog.), arvore leguminosa arborea (Papilionoideae), ¢
uma fruteira com ampla distribui¢do no Cerrado, geralmente ocorre em areas férteis.
Apresenta varias utilizagdes na alimentagdo humana e animal, na medicina, industrias
de cosméticos, bioenergia, artesanato, fonte de madeira e usos no reflorestamento e
recuperacdo de dareas degradadas. O baru apresenta também, grande importincia
ecologica, sendo classificado como espécie-chave do Cerrado, devido ao
amadurecimento de seu fruto na época seca, ¢ muito utilizado por véarias espécies da
fauna dessa regido, incluindo gado bovino (ALMEIDA et al., 1990). Seu uso sustentavel
pode contribuir para a conservacdo da biodiversidade desse bioma, podendo ser
valorizado como produto que contribui para a conservagdo da natureza (SANO, et al.
2004).

O fruto possui alto valor caldrico e nutricional, sendo a polpa e a semente
usadas como fonte de carboidrato, proteina e 6leo (VALLILO, et al. 1990). Possui alto
teor de fibra (TOGASHI, 1993), ¢ rica em agucar, potassio, cobre e ferro (VALLILO et
al., 1990). Além disso, sua madeira apresenta alta durabilidade e ¢ utilizada para
confeccdo de mourdes, podendo ser usada também na construgdo naval, civil
(LORENZI, 1992) e para a confeccdo de papéis para rapida impressao, papéis de
embrulho e de embalagens (ANDRADE & CARVALHO, 1996). A polpa dos frutos ¢
empregada para se fazer doces e geléias e a semente, crua ou torrada, para doces e
pacoca (SILVA et al., 1994). Segundo Vera & Souza (2009), as améndoas do baru
possuem alto teor de proteina bruta (26,3%) e lipidios (33,3%), o oleo extraido ¢
composto, em sua maioria (75,6%), por 4cidos graxos insaturados. As sementes sdo
utilizadas, ainda, como anti-reumaticas (BRANDAO, 1993).

Estudos mais recentes ainda concluem que as sementes de Dipteryx alata
Vog. constituem uma fonte significativa de fibras alimentares e minerais, sugerindo sua
utilizagdo na alimentacdo humana e animal, desde que comprovada a inexisténcia de
compostos toxicos ou alergénicos nas mesmas. As sementes estudadas sdo também boas
fontes de macro e micronutrientes essenciais, como potassio, féosforo e manganés. O
0leo da semente de baru apresenta teor de a-tocoferol e composicao em acidos graxos
semelhantes aos do 6leo de amendoim, destacando-se os acidos oléico e linoléico, este
considerado essencial (TAKEMOTO, et al. 2001).

Corréa et al. (2000) realizaram um estudo em trés regides do estado de Goias

(intituladas por ele como: I — Mato Grosso Goiano; II — Norte/Nordeste, 111 — Estrada de
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Ferro) e notou que o peso, o comprimento, a largura e a espessura do fruto se diferem. O
peso médio, o comprimento médio, a largura e a espessura médias dos frutos coletados
nas regioes I, II e III foram respectivamente 35,43 g, 0,056 m, 4,17 cm e 3,06 cm; 29,16
g, 0,051 m, 3,80 cm, 2,97 cm; e 35,13 g, 0,055 m, 4,22 cm, 3,99 cm. Estas diferengas
estao associadas as condigdes de temperatura, indices de pluviosidade e outras variantes
especificas de cada localidade o que acaba por ressaltar aspectos da composi¢do
genética do fruto, ou seja, o meio pode ser adequado para expressdo de determinadas
caracteristicas que, em outro local, ndo se manifestam, o que indica um alto potencial de
melhoramento genético das plantas (BOTEZELLI et al., 2000; CORREA et al., 2000).
Diante desse potencial, a caracterizacao genética de diferentes acessos de baru
com base em diferentes caracteristicas ¢ de grande importincia para programas de
conservagdo e uso de recursos genéticos visando ao desenvolvimento, domesticagdo e
melhoramento genético da cultura (FALEIRO, 2007).
Neste trabalho objetivou-se analisar a diversidade genética de colecdo de
trabalho de baru utilizando marcadores moleculares RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) e microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeats), bem como

caracteristicas morfologicas quantitativas e categoricas.
2. MATERIAL E METODOS
Material genético

Foram analisados dez acessos da cole¢do de trabalho de baru da Embrapa
Cerrados com base em caracteristicas morfologicas quantitativas e categoricas (Tabela
1.1). Os mesmos acessos, com exce¢ao do CPAC BA-4 foram analisados com base em

marcadores moleculares RAPD e microssatélites.

26



Tabela 1.1. Acessos de baru do Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Cerrados

analisados no presente trabalho.

NUmero Cadigo Locais de coleta
1 CPAC BA-1 BAG CPAC
2 CPAC BA-2 BAG CPAC
3 CPAC BA-3 BAG CPAC
4 CPAC BA-4 BAG CPAC
5 CPAC BA-5 BAG CPAC
6 CPAC BA-6 BAG CPAC
7 CPAC BA-7 BAG CPAC
8 CPAC BA-8 BAG CPAC
9 CPAC BA-9 BAG CPAC
10 CPAC BA-10 BAG CPAC

Obtencdo e analise de marcadores RAPD

Folhas de nove acessos da colecdo de trabalho de baru da Embrapa Cerrados
foram coletadas e o DNA gendmico extraido utilizando o método do CTAB, com
modificac¢des (Faleiro et al., 2003). Amostras de DNA de cada material genético foram
amplificadas via Reacdo em Cadeia da Polimerase para obtencdo de marcadores
molecularesRAPD. As reacdes de amplificacdo foram feitas em um volume total de 13
uL, contendo Tris-HCI 10 mM (pH 8,3), KCIl 50 mM, MgCI2 3 mM, 100 uM de cada
um dos desoxiribonucleotidios (dATP, dTTP, dGTP e dCTP), 0,4 uM de um “primer”
decamero (Operon Technologies Inc., Alameda, CA, EUA), uma unidade da enzima
Taq polimerase e, aproximadamente, 15 ng de DNA. Para obtencdo dos marcadores
RAPD, para anélise do material genético foram utilizados 10 primers decameros: OPD-
02, OPD-07, OPD-08, OPD-16, OPF-14, OPG-15, OPH-04, OPH-12, OPH-16 ¢ OPH-
19.

As amplificacdes foram efetuadas em termociclador programado para 40 ciclos,
cada um constituido pela seguinte seqiiéncia: 15 segundos a 94 °C, 30 segundos a 35 °C
e 90 segundos a 72 °C. Apos os 40 ciclos, foi feita uma etapa de extensao final de seis
minutos a 72 °C, ¢ finalmente, a temperatura foi reduzida para 4 °C. Apos a

amplificacao, foram adicionados, a cada amostra, 3 ul de uma mistura de azul de
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bromofenol (0,25%) e glicerol (60%) em agua. Essas amostras foram aplicadas em gel
de agarose (1,2%), corado com brometo de etidio, submerso em tampao TBE (Tris-
Borato 90 mM, EDTA 1 mM). A separacdo eletroforética foi de, aproximadamente,
quatro horas, a 90 volts. Ao término da corrida, os géis foram fotografados sob luz

ultravioleta.

Os marcadores RAPD gerados foram convertidos em uma matriz de dados
bindrios, a partir da qual foram estimadas as dissimilaridades genéticas entre os
diferentes acessos, com base no complemento do coeficiente de similaridade de Nei e

Li, utilizando-se o Programa Genes (Cruz, 2001).
Obtencdo e analise de marcadores microssatélites

Na Tabelal.2 sdo apresentados os primers utilizados para caracterizacdo dos

acessos de baru, com suas respectivas sequéncias e temperaturas de anelamento.

Tabela 1.2- Primers utilizados para obten¢do de marcadores moleculares microssatélites de
9 acessos de baru.

_ Primers'
Loci - - Tanelamemo
Sequéncia Foward Sequéncia Reverse

Do 05 AGGGAGGCCAAGAAGTAAGC AAGGTTTGAAGTTGAAGCTTGG 56°C
Do 06 AGCGGTGAAAAGACCATAGC CCAACGATAAGATTCCTCCA 54°C
Do 08 AGATCAGCGGACAAAGGTCT GTAATGTTGTGCCACTCTTG 58°C
Do 17 GTTGCTGTCGGTTCTCCATA CCAAGGACGCTGTGCTCTAC 56°C
Do20 GCCCATCTAAGCGCATTATT  AGTGGAAGGGTGGATTGATG 58°C
Do24 AACGCAGGATCTAGCCAAAA CTTCTCGCTGTTGTGCACTC 58°C
Do25 AAATGCAAAACGGAAGAGGA CCCCTGAAGGAGACTTCGAT 55°C
Do 35 CAACCAAAGCAAACAAAGCA GCTGAGAAAGGGGAATGCAG 54°C

"Primers desenvolvidos por Vinson CC, Dissertagdo de Mestrado, Univerdidade do Para, Belém, 2004.

No caso dos microssatélites, as reagdes de amplificacdo foram feitas em um
volume total de 13 ul, contendo Tris-HCl 10 mM (pH 8.,3), KCl 50 mM, MgCl, 2,4
mM, 150 uM de cada um dos desoxinucleotidios (dATP, dTTP, dGTP e dCTP), 3 pM
de cada um dos primers, uma unidade da enzima Taq polimerase e, aproximadamente,
30 ng de DNA. As amplificagdes foramefetuadas em termociclador, de acordo com o
seguinte programa: 4 minutos a 94 °C + 10 ciclos (30 segundos a 94 °C + 60 segundos a

60 °C —1 °C a cada ciclo + 90 segundos a 72 °C) + 30 ciclos (30 segundos a 94 °C + 60
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segundos a 48 °C + 90 segundos a 72 °C) + 6 minutos a 72°C. Apds amplificacao a
temperatura das amostras foireduzida a 4°C.

Apos a amplificagdo, foram adicionados, a cada amostra, 3 pl de uma mistura de
azul de bromofenol (0,25%), glicerol (60%) e agua (39,75%). Essas amostras foram
aplicadas em gel de agarose 3%, corado com brometo de etidio (0,2 pug/mL), para
separagdo dos fragmentos microssatélites. O gel foi submerso em tampao TBE (Tris-
Borato 90 mM, EDTA 1 mM) e a separagdo eletroforética foi de, aproximadamente,
quatro horas, a 100 volts. Ao término da corrida os géis foram fotografados sob luz
ultravioleta.

Os marcadores gerados foram convertidos em matrizes numéricas codificadas, a
partir das quais foram calculadas dissimilaridades genéticas entre os materiais genéticos
e realizadas analises de agrupamento. A codificacdo foi realizada para cada loco,
identificando os alelos presentes. Tal codificagdo ¢ composta por dois numeros
representando os alelos, sendo que dois nimeros iguais significam que o loco esta em
homozigose (apresenta duas copias do mesmo alelo) e dois nimeros diferentes que o
loco estd em heterozigose (apresenta dois alelos diferentes).

As dissimilaridades genéticas obtidas a partir dos marcadores microssatélites
foram calculadas com auxilio do Programa Genes (Cruz, 2001), baseando-se na
seguinte formula:

DGij = 1- (NLC/NTL) sendo:

DGij = Dissimilaridade genética entre os acessos i€ j;

NLCij = Numero de Locos Coincidentes entre os acessos i € j;

NTL = Ntumero Total de locos.

O NLC ¢ o somatoério das coincidéncias alélicas de cada loco analisado, sendo
que cada coincidéncia pode assumir o valor 1 (dois alelos coincidentes); 0,5 (um alelo

coincidente) e 0 (nenhum alelo coincidente).
Obtencdo e analise de caracteristicas morfoldgicas quantitativas

Foram avaliadas seis caracteristicas morfoldgicas dos frutos (massa, largura,
comprimento, espessura do fruto, espessura do endocarpo e espessura da polpa), quatro
de sementes (massa, largura, comprimento e espessura) e cinco de folhas (nimero de
folhas por ramo, comprimento, massa ¢ largura da raque e massa dos foliolos) dos
acessos analisados. As médias foram obtidas utilizando um total de 20 frutos, 20

sementes ¢ no minimo 15 folhas de cada acesso. Estatisticas descritivas foram
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calculadas para cada caracteristica e com base nas médias de cada caracteristica
avaliada em cada acesso foi calculada uma matriz de dissimilaridades genéticas,
utilizando a Distancia Euclidiana Média Padronizada (DEMP) com o auxilio do

Programa Genes (CRUZ, 2001).

Obtencdo e analise de caracteristicas morfologicas categdricas

Foram avaliadas 23 caracteristicas dos acessos de baru, com relacdo ao fuste
(crescimento, aspecto e cor), ritidoma (cor e tipo), copa (formato), folha (exsudagdo,
disposi¢ao, filotaxia, forma, dimensdo do peciolo, raque), lamina foliar (margem, apice,
base, pilosidade, relacdo comprimeto/largura, estipula, coloragdo, nervagdo adaxial e
abaxial e formato) e ramo (caracteristicas). Os dados coletados de cada acessso foram
categorizados em diferentes classes relacionadas na Tabela 1.3. Os valores de cada
classe em cada caracteristica de cada um dos 10 acessos de baru foram utilizados para o
calculo das distancias ou dissimilaridades genéticas entre os acessos, com o auxilio do

Programa Genes (Cruz, 2001), utilizando-se a seguinte expressao:
DGij=1 - [CVij/(CVij+DVij)] onde:
DGij= Dissimilaridade genética entre os acessos i € j;

CVij= Numero de coincidéncias de valores das classes das n caracteristicas

categoricas analisadas entre os acessos i € j;

DVij= Numero de discordancias de valores das classes das n caracteristicas

categdricas analisadas entre os acessos i ¢ j;
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Tabela 1.3 — Descritores morfologicos categoricos utilizados'.

Fuste Folha

A. Crescimento H. Composicao R. Apice

1. Monopodial 1. Pinada imparimpinada 1. Mucronada

2. Simpodial 2. Pinada parimpinada 2. Acuminado

B. Aspecto 3. Simples 3. Retuso

1. Reto I. Exsudagdo 4. Agudo

2. Tortuoso 1. Ausente 5. Obtuso

3. Abaulado 2. Presente 6. Arredondado

4. Protuberancias J. Relagdo ¢/l 7. Truncado

5. Base cilindrica 1. 1,5-1,75 S. Base

6. Base achatada 2. 1,76-2,00 1. Arredondada

7. Base acanalada 3. 2-2,25 2. Cordada

C. Cor 4. 2,26-2,5 3. Aguda

1. Amarelo/cinza L. Formato 4. Lobada

2. Cinza/castanho 1. Oblonga 5. Obtusa

3. Amarelo/castanho/cinza 2. Largo-oblonga T. Estipula
Ritidoma 3. Largo-eliptica 1. Intrapeciolares

D. Cor 4. Eliptica 2. Interpeciolares

1. Cinza claro/escuro 5. Estreito-obovada U. Coloragao

2. Castanho/cinza 6. Ovada 1. Concolor

3. Castanho 7. Estreito-ovada 2. Discolor

E. Tipo M. Filotaxia/disposi¢do V. Nervura adaxial (12 nerv./22 nerv.)
1. Com depressoes 1. Alternas disticas 1. Saliente/saliente
2. Liso 2. Alternas espiraladas 2. Saliente/impressa
3. Aspero 3. Opostas 3. Saliente imersa

4. Com placas lenhosas 4. Verticeladas X. Nervura abaxial (12 nerv./22 nerv.)
5. Escamoso N. Pilosidade 1. Saliente/impressa
6. Laminado 1. Glabras 2. Saliente/saliente
7. Reticulado 2. Pulverulento 3. Saliente/imersa
8. Estriado 3. Pilosa Z. Formato (Campdodr.)
Copa 0. Peciolo 1. Bronquidédroma
F. Formato 1. 0,2-0,3cm 2. Eucampdddroma
1. Irregular 2.0,3-0,5cm 3. Reticulédroma

2. Umbelada 3.0,5-1cm 4. Cladédroma

3. Leque P.raque

4. Cbnica 1. Alada

5. Pendente 2. Cilindrica

Ramos 3. Acanalada

G. Caracteristica Q. Margem

1. Lenticelados 1. Inteira

2. Glabros 2. Serreada

3. Rugosos 3. Ciliada

4. Pilosos 4. Dentada

"Descritores selecionados com base no Guia do Observador de arvores do Cerrado, elaborado por Manoel Claudio da
Silva Janior para curso de observadores de arvores do cerrado.
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Anélises de Correlacdo, Agrupamento e Dispersdo com base nas matrizes de
dissimilaridades genéticas

Para comparar as dissimilaridades genéticas entre os acessos de baru obtidas
com base em marcadores moleculares RAPD, microssatélites, caracteristicas
morfologicas quantitativas e categoricas, foram calculados coeficientes de correlagdo de
Pearson entre as dissimilaridades genéticas, com auxilio do Programa Genes.

As matrizes de dissimilaridades genéticas obtidas com base em cada tipo de
marcadores moleculares e caracteristicas morfologicas foram utilizadas para realizar a
analise de agrupamento com o auxilio do Programa Statistica (STATSOFT INC., 1999),
utilizando como critério de agrupamento o método do UPGMA. Ainda com base em
cada uma das matrizes de dissimilaridades genéticas, foi realizada a dispersdo grafica
baseada em escalas multidimensionais usando o método das coordenadas principais,

com auxilio do Programa SAS e Statistica (STATSOFT INC., 1999).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidos 96 marcadores RAPD com os 10 primers decameros,
perfazendo uma média de 9,6 marcadores por primer. Os acessos CPAC BA-08 ¢
CPAC BA-09 foram os mais divergentes dos demais (Figuras 1.1 e 1.2). Além da
divergéncia desses dois acessos, as analises de agrupamento mostraram a formagdo de
dois grupos de similaridade, um com os acessos CPAC BA-01, CPAC BA-02 e CPAC
BA-03 e o outro com os acessos CPAC BA-05, CPAC BA-06, CPAC BA-07 e CPAC
BA-10 (Figuras 1.1 e 1.2).
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Figura 1.1 - Analises de agrupamento de nove acessos de baru, com base na matriz de
dissimilaridades genéticas calculadas utilizando-se 96 marcadores RAPD. O método do

UPGMA foi utilizado como critério de agrupamento.
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Figura 1.2 -Dispersdo grafica de nove acessos de baru com base na matriz de dissimilaridades

genéticas calculadas utilizando-se 96 marcadores RAPD.
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Com base nos marcadores microssatélites, a analise de oito locos gerou informagdes
sobre 23 alelos. O ntimero de alelos por loco variou de 1 a 4, com uma média de 2,875 alelos
por loco. Analises de agrupamento com base na matriz de dissimilaridade genética entre os
acessos, mostraram a formacdo de trés grupos: um contento apenas o acesso CPAC BA-01,
outro contento os acessos CPAC BA-02 ¢ CPAC BA-3 ¢ o tltimo grupo contendo os demais

acessos (Figuras 1.3 ¢ 1.4)

Com relacdo aos dados morfologicos de frutos, sementes e folhas, observa-se diferengas
fenotipicas entre os acessos (Tabela 1.4). As caracteristicas que mais contribuiram para a
diversidade genética foram o peso do fruto (41,3%), o seu comprimento (21,2%) e largura
(11,1%). Com relagdo as caracteristicas de sementes e folhas, as que mais contribuiram para a
variabilidade genética foram o comprimento da semente (5,3%) e o comprimento da raque
(8,4%). As andlises de agrupamento evidenciam os acessos CPAC BA-01, CPAC BA-02,
CPAC BA-08, CPAC BA-06, CPAC BA-05 como os mais divergentes. Dois grupos de
similaridade podem ser observados, um formado pelos acessos CPAC BA-03, CPAC BA-04
eCPAC BA-09 e outro pelos acessos CPAC BA-07 e CPAC BA-10 (Figuras 1.5 e 1.6).
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Figura 1.3 - Andlises de agrupamento de noveacessos de baru, com base na matriz de
dissimilaridades genéticas calculadas utilizando-se 8 locos de microssatélites. O método do
UPGMA foi utilizado como critério de agrupamento.
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Figura 1.4 -Dispersdo grafica de noveacessos de barucom base na matriz de dissimilaridades
genéticas calculadas utilizando-se 8 locos microssatélites.



Tabela 1.4 -Estatisticas descritivas de 15 caracteristicas morfologicas de frutos, sementes e
folhas de 10 acessos de baru e contribuicdo relativa de cada caracteristica para a diversidade
genética. Brasilia, Embrapa Cerrados, 2010.

Orgéo Caracteristica Minimo Maximo Meédia DP Variancia CR'(%)

Massa (g) 17,65 37,19 27,06 6,59 43,42 41,3

Largura (mm) 30,56 40,27 36,17 3,41 11,65 11,1

Comprimento (mm) 45,07 58,67 51,80 4,72 22,31 21,2

Fruto Espessura (mm) 25,19 31,77 28,38 2,25 5,07 4.8
Esp. endocarpo (mm) 3,71 8,85 5,86 2,05 4,20 4,0

Esp. polpa (mm) 3,62 6,03 473 091 0,83 0,8
Massa (g) 0,79 1,57 1,17 0,25 0,06 0,06

Sementc Largura (mm) 8,64 11,31 9,92 0,80 0,64 0,61
Comprimento (mm) 20,16 26,19 23,59 2,37 5,62 53

Espessura (mm) 7,45 10,09 8,55 0,84 0,71 0,7

Nimero por ramo 2,36 3,44 2,87 0,34 0,11 0,1

Comp. raque (cm) 22,72 32,23 2599 2,96 8,79 8,4

Folha Larg. raque (mm) 3,80 6,70 5,13 0,80 0,64 0,6
Massa raque (g) 0,42 0,88 0,58 0,15 0,02 0,02

Massa foliolo (g) 2,10 4,62 3,10 0,97 0,94 0,9

TContribuigio Relativa para a Diversidade Genética, utilizando-se o método de Singh (1981).

CRAC BA-01

CRAC BA-03

CRAC BA-04

CFRAC BA-09

CPAC BA-0Z

CRAC BA-OT

CRAC BA-10

CRAC BA-0B

CRPAC BA-O8

CRAC BA-0S

0.4 0.6 n.g 1.0 1.2 1.4 1.6 1.8

Dissimilandade genetica

Figura 1.5- Analises de agrupamento de 10 acessos de baru com base na matriz de
dissimilaridades genéticas calculadas utilizando-se 15 caracteristicas morfologicas de
frutos, sementes e folhas. O método do UPGMA foi utilizado como critério de
agrupamento.
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Figura 1.6 - Dispersdo grafica de 10 acessos de baru com base na matriz de dissimilaridade
genética calculada utilizando-se 15 caracteristicas morfologicas analisadas.

Com base nas caracteristicas morfologicas categodricas, observou-se maior
divergéncia entre os acessos quanto a cor do ritidoma, relagdo comprimento/largura e
apice da folha, com variagdo de trés classes em cada caracteristica. As demais
caracteristicas ndo apresentaram variagdes entre os acessos de baru, ndo contribuindo
assim para a diferenciagdo entre os acessos analisados nesse trabalho (Tabela 1.5).

Andlises de agrupamento com base na matriz de distdncias genéticas calculadas
com base nas caracteristicas categéricas dos acessos de baru apresentam notoriamente
dois grupos divergentes, separando os acessos CPAC BA-01 e CPAC BA-05 do
restante. Além disso, dentro do maior grupo, ha trés subgrupos, um formado pelos
acessos CPAC BA-02 e CPAC BA-06, outro por CPAC BA-03, CPAC BA-09, CPAC
BA-04, CPAC BA-07 e CPAC BA-08 e o terceiro apenas com o acesso CPAC BA-10
(Figuras 1.7 e 1.8).

E importante ressaltar que o terreno onde se encontram essas matrizes possui
algumas areas que foram aterradas hd anos, na criagdo do centro de pesquisa onde se
localiza a Embrapa Cerrados. Outras matrizes foram plantadas em latossolos. Isto pode

ser considerado um fator relevante para este resultado. A formagao do solo faz diferenca
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no desenvolvimento de caracteristicas morfoldgicas, bem como a recep¢ao de luz solar,

podas, proximidade com vias pavimentadas etc.

Tabela 1.5. Caracteriza¢do de 10 acessos de baru com base em 23 caracteristicas morfologicas
categoricas.

Acessos”

CMC! 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A 2 1 2 1 2 1 1 1 2 1
B 2 3 2 2 2 1 2 2 2 2
C 2 1 1 1 2 1 1 1 1 3
D 2 1 1 1 3 1 1 1 1 1
E 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
F 2 3 1 2 3 1 1 1 1 1
G 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
H 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
I 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
] 1 3 3 3 3 4 1 4 3 2
L 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2
M 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
N 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
P 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Q 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
R 1 2 2 2 2 3 1 1 3 2
S 1 2 1 1 2 2 1 1 1 2
T 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
U 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
\V4 1 1 2 2 1 1 2 1 2 2
X 2 1 1 1 2 1 1 1 1 1
7 2 1 1 1 2 1 1 2 1 1

TCaracteristicas Morfoldgicas Categoricas de acordo com descri¢do feita na Tabela 1.3
% Acessos [1- CPAC BA-01; 2- CPAC BA-02; 3- CPAC BA-03; 4- CPAC BA-04; 5- CPAC BA-05; 6- CPAC BA-
06; 7- CPAC BA-07; 8- CPAC BA-08; 9- CPAC BA-09; 10- CPAC BA-10]
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Figura 1.7 - Analise de agrupamento de 10 acessos de baru com base na matriz de distancias
genéticas calculadas utilizando-se 23 caracteristicas categoricas de fuste, ritidoma, folhas,
lamina foliar, copa e ramo. O critério UPGMA foi utilizado para agrupamento.
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Figura 1.8 - Dispersao grafica del10 acessos de baru com base na matriz de distancia genética
calculada utilizando-se as 23 caracteristicas categoricas analisadas.
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Estatisticas descritivas das dissimilaridades genéticas obtidas com base nos
diferentes tipos de caracteristicas mostram a amplitude das distancias e um maior
coeficiente de variacdo para as dissimilaridades genéticas obtidas com base em
marcadores SSR (43,6%), seguida das obtidas com base em marcadores RAPD (39,7%).
(Tabela 1.6).

Em todas as andlises de diversidade, observa-se que a planta CPAC BA-01 foi a
mais distante das outras.Na avalia¢do das caracteristicas morfologicas categoricas, por
exemplo,foi possivel perceber se tratar de uma planta diferenciada, com porte maior,
copa mais desenvolvida, fuste com didmetro maior, possivelmente por ser a mais antiga.
A idade da planta poderia estar influenciando as caracteristicas morfologicas, entretanto
esta divergéncia desse acesso também foi verificada com base em marcadores
moleculares do DNA, os quais ndo sdo influenciados pelo ambiente e idade da planta
(FALEIRO, 2007).

Nas analises das caracteristicas morfologicas quantitativas e categoricas, 0s
acessos CPAC BA-03 e CPAC BA-09 estdao mais proximos, sempre acompanhados do
CPAC BA-04. Outro resultado coincidente entre as analises da diversidade com base
nas caracteristicas morfologicas quantitativas e categdricas foi a maior divergéncia do

acesso CPAC BA-05.

Tabela 1.6 - Estatisticas descritivas relacionadas as dissimilaridades genéticas entre acessos de
baru obtidas com base em marcadores moleculares RAPD, microssatélites (SSR), caracteristicas
morfologicas quantitativas (QUANT) e caracteristicas morfologicas categoricas (CATEG).

Variavel NumObs  Média  Minimo  Maximo Cv Variancia DP

RAPD 36 0,2133 0,057 0,367 39.7 0,0072 0,0847
SSR 36 0,4792 0,125 0,857 43.6 0,0437 0,2091
QUANT 36 1.3658 0,62 1.91 21.7 0,088 0,2966
CATEG 36 0,2704 0,043 0,478 36.1 0,0095 0,0977

40



Tabela 1.7 — Analise de coeficiente de correlacio de Pearson entre as medidas de
dissimilaridade dos acessos de baru calculadas com base em caracteristicas quantitativas
(Quant), categoricas (Categ), marcadores moleculares RAPD (RAPD) e microssatélites
(SSR).

Caracteristicas Car(X) Car(Y) Cov (X,Y) Correlagdo Alfa (%)

Quant x Categ 0,088 0,0095 0,0095 0,328 *4,84

Quant x RAPD 0,088 0,0072 -0,0021 -0,082 64,07
Quant x SSR 0,088 0,0437 0,0096 -0,154 62,85

Categ x RAPD 0,0095 0,0072 -0,0011 -0,1335 55,68
Categ x SSR 0,0095 0,0437 0,0048 0,2354 16,35
RAPD x SSR 0,0072 0,0437 0,0049 0,2763 9,91

A analise de coeficiente de correlacio de Pearson entre as medidas de
dissimilaridade calculadas com base em diferentes tipos de caracteristicas (Tabela 1.7)
demonstrou uma correlagdo positiva de 0,33 e significativa a 4,8% de probabilidade
pelo teste t. entre as dissimilaridades calculadas com base em caracteristicas
morfoldgicas quantitativas e as caracteristicas morfologicas categoricas. A correlacdo
entre as dissimilaridades calculadas com base em marcadores moleculares RAPD e
microssatélites também foi positiva de 0,28 e significativa a 9,9% de probabilidade pelo
teste t. Faleiro et al. (2004) também obtiveram valor semelhante e igualmente positivo e
significativo de 0,21 para a correlagdo entre as medidas de dissimilaridade calculadas
com base em marcadores RAPD e microssatélites. As demais correlagdes entre as
dissimilaridades calculadas com base em diferentes tipos de caracteristicas ndo foram
significativas (p<0,10) pelo teste t. Estes resultados evidenciam de um lado, a relagdo
entre as caracteristicas morfoldgicas quantitativas e categéricas e por outro lado a
relacdo entre as caracteristicas obtidas com base em marcadores moleculares. Outro
ponto importante ¢ a complementaridade das caracteristicas morfologicas e baseadas no

DNA para estudos de diversidade genética.

A ndo relacdo entre as medidas de dissimilaridade calculadas com base em
caracteristicas morfoldgicas e marcadores moleculares pode indicar que os diferentes
ambientes onde as plantas estdo podem ter um efeito significativo na expressio
fenotipica das caracteristicas. Resultados de pesquisa t€ém mostrado que o baru pode

também ocorrer em condi¢Oes de baixa fertilidade, conforme os resultados encontrados
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no Cerrado sobre murunduns (OLIVEIRA-FILHO & MARTINS, 1991) e no Cerrado
sentido restrito (NASCIMENTO & SADDI, 1992). Nesse sentido, apesar do baru ter
preferéncia por solos mais férteis, a abundancia dessa espécie nem sempre pode ser
considerada como indicadora de solos mesotréficos, conforme afirmado por RATTER
et al. (1978). Assim, as condi¢des edafoclimaticas dos locais onde os acessos estao
devem ser consideradas nos resultados de diversidade.

Neste contexto, ressalva-se que as plantas introduzidas nas areas da Embrapa
Cerrados ndo estdo no seu ambiente de origem e que este terreno ¢ formado por areas de
latossolos e aterros feitos para a construc¢do. Esta diferenga ambiental pode interferir
interfere na expressao fenotipica das caracteristicas morfologicas. Percebe-se que
plantas que se mostram mais proximas nas analises de DNA, como exemplo as plantas
CPAC BA-06, CPAC BA-07e CPAC BA-05, que aparecem no mesmo grupo nessas
analises, muitas vezes — supoe-se que estejam em ambientes com solos, luminosidade e
declives diferentes — apresentam dissimilaridades maiores quando analisadas suas
caracteristicas morfoldgicas, agrupando-se de forma diferente. Este resultado ressalta
que para os trabalhos de caracterizagdo morfo-agrondmica ¢ essencial diminuir os
efeitos ambientais nas caracteristicas e para isso, a montagem de bancos ativos de
germoplasma com repetigdes (progénies ou clones) dos diferentes acessos em diferentes

locais assume importincia estratégica.
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4. CONCLUSOES

Os resultados mostraram a diversidade genética dos acessos analisados,
evidenciando a importancia desses materiais. Tanto as caracteristicas morfologicas
quanto as moleculares permitiram uma diferenciagdo dos acessos. Analises de
correlagdo mostraram certa relacdo entre as medidas de dissimilaridade calculadas com
base em caracteristicas morfologicas quantitativas e morfologicas categoricas, assim
como uma relacdo entre as obtidas com base em marcadores moleculares RAPD ¢
microssatélites. Estes resultados evidenciam a importidncia do uso complementar de

diferentes grupos de caracteristicas para a caracterizagao de recursos genéticos.
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ESTUDO DE CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS E VARIABILIDADE
GENETICA DE ARATICUM UTILIZANDO MARCADORES RAPD E
MICROSSATELITES

RESUMO

O araticum (Annona crassiflora Mart.) é uma espécie frutifera da familia
Annonaceae, nativa da regido do Cerrado, com grande potencial de uso econdmico.
Neste trabalho, objetivou-se avaliar a variabilidade genética da cole¢do de trabalho de
acessos de araticum da Embrapa Cerrados e outros materiais préximos ao Distrito
Federal, utilizando marcadores moleculares RAPD, Microssatélites e analise de
caracteristicas morfologicas. Folhas de 18 acessos de araticum foram coletadas e o
DNA gendmico extraido utilizando o método do CTAB, com modificagdes. Amostras
de DNA de cada material genético foram amplificadas para obtencdo de marcadores
moleculares RAPD e Microssatélites. Na analise morfologica, foram avaliadas 23
caracteristicas dos acessos de araticum.As dissimilaridades genéticas entre os 18
gendtipos de araticum evidenciaram a variabilidade genética dos acessos e as andlises
de agrupamento levaram a formacdo de trés grupos de similaridade. Verificou-se
também coeficientes de dissimilaridades genéticas baixos entre os materiais oriundos da
Embrapa Cerrados e altos entre os outros materiais. Esses acessos sdo importantes
fontes de variabilidade para enriquecimento da atual colecdo de trabalho da Embrapa

Cerrados ¢ para futuros estudos de caracterizagdo morfoldgica e agrondmica.

Palavras chave: araticum, marcadores moleculares, RAPD, SSR, categoricas,

correlagao.
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STUDY OF MORPHOLOGICAL CHARACTERISTICS AND GENETIC
VARIABILITY OF ARATICUM USING RAPD AND MICROSATELLITES
MOLECULAR MARKERS

ABSTRACT

Araticum (Annona crassiflora Mart.) is an Annonaceae fruit species, native to
the Brazilian Savanna region with high economic potential. This study aimed to
evaluate the genetic variability of the araticum collections from Embrapa Cerrados and
others regions near to the Federal District, using RAPD and microsatellites markers as
well as morphological analysis. Young leaves of 18 araticum accessions were collected
and used for genomic DNA extracted using the CTAB method, with modifications.
DNA samples from each genetic material were amplified for obtaining of RAPD and
microsatellites markers. Morphological analysis were performed using 23
characteristics of each araticum accession. Genetic dissimilarities among the 18
araticum accessions showed high genetic variability among them and cluster analysis
led to the formation of three similarity groups. It was observed low genetic
dissimilarities among accessions from Embrapa Cerrados and high genetic
dissimilarities among accessions from others regions. These accessions are important as
genetic variability sources to enlarge the current Embrapa Cerrados collection and for

future studies of morphological and agronomic germplasm characterization.

Keywords: araticum, molecular markers, RAPD, SSR, categorical characterization.
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1. INTRODUCAO

O araticum (Annona crassiflora Mart.) é uma espécie frutifera da familia
Annonaceae, nativa da regido do Cerrado, muito estudada atualmente em diversas areas,
desde a culinaria, como fonte nutricional, at¢ a medicinal, pelo grande potencial
antioxidante (ROESLER et al., 2007).

Ocorre em maior densidade em cerrado tipico, localizado nos latossolos nao-
concreciondrios dos chapaddes ocupando 4reas mais altas, o que torna esta espécie mais
vulneravel, pois, nestes locais, a pressdo antropica voltada, principalmente, para a
realizacdo de culturas anuais, reduz, sensivelmente, as areas de vegetagdao nativa do
cerrado. Convive em ambiente com baixo nivel de oferta nutricional. A area basal total
das plantas de araticum ¢ influenciada positivamente pelos niveis de Ca, Mg e K no
solo, e a densidade influenciada negativamente pelo nivel de ferro no solo (MESQUITA
et al., 2007).

Com isso, investe-se mais em seu estudo, como melhores substratos para
desenvolvimento de mudas (FERREIRA et al., 2009), efeito alelopatico sobre plantas
daninhas (INOUE et. al. 2010) e também com caracteristicas antifingicas e
antibacterianas (ALMEIDA et al., 1998).

As buscas desenfreadas por novas fronteiras agricolas aliadas ao extrativismo
predatorio, a que muitas espécies estdo sendo submetidas, vém provocando devastagdes
e extincdo de areas do cerrado e para garantir a sobrevivéncia e a perpetuacao de suas
espécies nativas, uma alternativa ¢ o estabelecimento de plantios comerciais. Porém as
sementes de araticum apresentam germinacdo lenta e desuniforme, o que afeta
negativamente sua propagacao (BERNADES et al., 2007; BLANCO et al., 2007). Outro
problema associado as plantas de araticum ¢ o intenso ataque de insetos e fungos. Os
insetos causam danos severos aos frutos e no periodo do florescimento, perfuram as
pétalas e o aparelho reprodutor das flores, além do ataque as sementes (GOLIN, 2008;
BRAGA FILHO et al., 2007; BRAGA FILHO et al., 2005).

De acordo com Pereira, et. al. (2008), o araticum ¢ uma planta preferencialmente
aldbgama, mas que exibe certo grau de auto-fecundagdo. Além disso, Cavalcante et al.
(2009) afirmam que a formagao de frutos ¢ preferencialmente por meio da polinizagao
cruzada, que nao ha formac¢ado de frutos sem o trabalho de polinizadores e ainda afasta a
possibilidade de apomixia. Além de colocar a existéncia de plantas funcionais
masculinas, femininas ¢ hermafroditas, diz que A. crassiflora é autocompativel e cita

Resende (2002), para dizer que a maioria das espécies perenes de araticum ¢ alogama
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ou com sistema reprodutivo misto, mas que hd autofecundacdo em taxas inferiores a
50% e superiores a 5%, sendo raras as autdgamas. Pereira et al. (2008) dizem também
que existe um elevado nivel de variabilidade genética em populagdes naturais de A.
crassiflora do Estado de Goias e a divergéncia genética entre as populagdes esta
fortemente estruturada no espago.

Nesse contexto, estudos sobre a variabilidade genética destas espécies geram
importantes informag¢des para subsidiar diferentes praticas de manejo, estabelecimento e
manejo de bancos de germoplasma e também etapas iniciais de selecdo e melhoramento
genético. Nesse sentido, a Embrapa Cerrados tem trabalhado na caracterizacdo morfo-
agrondmica de uma colecao de trabalho de araticum.

Neste trabalho objetivou-se analisar a diversidade genética — por meio de
marcadores moleculares RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) e
microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeats), e utilizando caracteristicas
morfoldgicas categoricas de cole¢des de trabalho de araticum (Annona crassiflora), bem
como analisar a importancia dos diferentes grupos na caracterizacdo dos recursos

genéticos.
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2. MATERIAL E METODOS

Material genético

Os materiais genéticos analisados de araticum foraml8 acessos, sendo 7 da
colecdo de trabalho da Embrapa Cerrados e outros de localidades proximas ao Distrito

Federal (Tabela 2.1).

Tabela 2.1 - Acessos de araticum e sua respectiva origem

Numero Codigo Locais de coleta
1 CPAC AR-9 AguasEmendadas
2 CPAC AR-11 ColégioAgricola
3 CPAC AR-15 Cabeceiras — GO
4 CPAC AR-16 Cabeceiras - GO
5 CPAC AR-26 Reserva do Exército
6 CPAC AR-27 Reserva do Exército
7 CPAC AR-31 Reserva do Exército
8* CPAC AR-7 Jardim ACN
o* CPAC AR-8 Jardim transportes
10* CPAC AR-1 Viveiro CPAC
11* CPAC AR-1-1 Viveiro CPAC
12* CPAC AR-1-2 Viveiro CPAC
13%* CPAC AR-1-3 Viveiro CPAC
14* CPAC AR-1-4 Viveiro CPAC
15 CPAC AR-5 Consorcio
16 CPAC AR-6 Consorcio
17 Out group Parana

18 Out group Terra Fria

* Acessos da coleg@o de trabalho da Embrapa Cerrados
Obtencéo e analise de marcadores RAPD

Folhas dos acessos da cole¢do de trabalho de araticum da Embrapa Cerrados
foram coletadas e o DNA gendmico extraido utilizando o método do CTAB, com
modificacdes (Faleiro et al., 2003). Amostras de DNA de cada material genético foram
amplificadas via Reacdo em Cadeia da Polimerase para obtencdo de marcadores
moleculares RAPD. As reacdes de amplificagdo foram feitas em um volume total de 13

uL, contendo Tris-HCI 10 mM (pH 8,3), KC1 50 mM, MgCl2 3 mM, 100 uM de cada
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um dos desoxiribonucleotidios (dATP, dTTP, dGTP e dCTP), 0,4 uM de um “primer”
(Operon Technologies Inc., Alameda, CA, EUA), uma unidade da enzima Taq
polimerase e, aproximadamente, 15 ng de DNA. Para obtencdo dos marcadores RAPD,
para o material genético de araticum foram utilizados 10 primers decameros : OPD-05,
OPD-07, OPD-08, OPD-16, OPE-16, OPF-01, OPF-16, OPG-05, OPH-07 ¢ OPH-08.

As amplificacdes foram efetuadas em termociclador programado para 40 ciclos,
cada um constituido pela seguinte seqiiéncia: 15 segundos a 94 °C, 30 segundos a 35 °C
e 90 segundos a 72 °C. Apos os 40 ciclos, foi feita uma etapa de extensao final de seis
minutos a 72 °C, ¢ finalmente, a temperatura foi reduzida para 4 °C. Apos a
amplificacdo, foram adicionados, a cada amostra, 3 ul de uma mistura de azul de
bromofenol (0,25%) e glicerol (60%) em agua. Essas amostras foram aplicadas em gel
de agarose (1,2%), corado com brometo de etidio, submerso em tampao TBE (Tris-
Borato 90 mM, EDTA 1 mM). A separagdo eletroforética foi de, aproximadamente,
quatro horas, a 90 volts. Ao término da corrida, os géis foram fotografados sob luz
ultravioleta.

Os produtos das reagdes de amplificagdo (marcadores RAPD) foram
classificados em presenca (1) e auséncia (0) de bandas e convertidos em uma matriz de
dados binarios, a partir da qual foram estimadas as dissimilaridades genéticas entre os
diferentes acessos, com base no complemento do coeficiente de similaridade de Nei e

Li, utilizando-se o Programa Genes (Cruz, 2001).
Obtencdo e analise de marcadores microssatélites

Na Tabela 2.2 sdo apresentados os primers utilizados para caracterizagao dos
acessos de araticum, com suas respectivas sequéncias e temperaturas de anelamento, os
quais foram desenvolvidos a partir de uma biblioteca gendmica enriquecida, construida

para A. crassiflora, citada por Ferreira et al. (2008).
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Tabela 2.2- Primers utilizados para obtencdo de marcadores moleculares microssatélites de

acessos de araticum.

Primers
Loci Tanelamento
Sequéncia Foward Sequéncia Reverse
Acr01 CGGCCTTCAAAAGGGAGATA CATGATTCTTCTGCTTCTGTGG 60°C
Acr 10 TGACGAAAACGAGAAAAGCA ATGTCCCCAACCCAATACAT 60°C
Acr 19  GAGAGCTGGGAGAAGAGCAA AAAGCTGGGAGAGACGACAC 60°C
Acr20 AGAGCCAGAGCCAGTGAGAC TTGCCTCCATCTCTCAATCC 60°C
Acr22 CTGACTCGCTGGCTCTCTCT CTACAGCCCACATGTGCAAC  60°C
Acr26 CACGACCAAGGAGAGAGGAG GGCAACAATCCTGACTCACA  58°C
Acr33 CAAACAGGCGATGAGACAGA TGGTTGGCTTTTCTCTTTCAA  58°C
Acr34 GGAACAGAAGCTGTGGCATT CGCGCAATTCCACAATAAC 58°C
Acr37 GGCAACTTCTCCCCTTTACC  CCGGTGCCTGCTGTATATG 60°C

A partir das amostras de DNA, as rea¢des de amplificagdo foram feitas em um
volume total de 13 ul, contendo Tris-HCl 10 mM (pH 8,3), KCl 50 mM, MgCl, 2,4
mM, 150 uM de cada um dos desoxinucleotidios (dATP, dTTP, dGTP ¢ dCTP), 3 pM
de cada um dos “primers que serdo escolhidos de acordo com as espécies usadas no
trabalho, uma unidade da enzima Taq polimerase e, aproximadamente, 30 ng de DNA.
As amplificagdes foramefetuadas em termociclador, de acordo com o seguinte
programa: 94 °C por 5 min para desnaturacdo, 30 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 55°C
para anelamento ¢ 1 min a 72°C e, ao final, uma extensao de 72° C por 10 min. Ao final
da amplificacdo a temperatura das amostras foi reduzida a 4°C.

Apo0s o procedimento, foram adicionados, a cada amostra, 3 pul de uma mistura
de azul de bromofenol (0,25%), glicerol (60%) e agua (39,75%). Essas amostras foram
aplicadas em gel de agarose 3%, corado com brometo de etidio (0,2 pg/mL), para
separagdo dos fragmentos microssatélites. O gel foi submerso em tampao TBE (Tris-
Borato 90 mM, EDTA 1mM) e a separagao eletroforética foi de, aproximadamente,
quatro horas, a 100 volts. Ao término da corrida os géis foram fotografados sob luz
ultravioleta.

Os marcadores gerados foram convertidos em matrizes numéricas codificadas, a
partir das quais foi possivel calcular as dissimilaridades genéticas entre os materiais e
realizar andlises de agrupamento. A codificagdo foi realizada para cada loco,
identificando os alelos presentes. Tal codificagdo ¢ composta por dois numeros

representando os alelos, sendo que dois nimeros iguais significam que o loco esta em
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homozigose (apresenta duas copias do mesmo alelo) e dois nimeros diferentes que o
loco estd em heterozigose (apresenta dois alelos diferentes).

As dissimilaridades genéticas obtidas a partir dos marcadores microssatélites
foram calculadas com auxilio do Programa Genes (Cruz, 2001), baseando-se na
seguinte formula:

DGij = 1- (NLC/NTL) sendo:

DGij = Dissimilaridade genética entre os acessos i€ j;

NLC = Numero de Locos Coincidentes entre os acessos i € j;

NTL = Numero Total de Locos.

O NLC ¢ o somatoério das coincidéncias alélicas de cada loco analisado, sendo
que cada coincidéncia pode assumir o valor 1 (dois alelos coincidentes); 0,5 (um alelo

coincidente) e 0 (nenhum alelo coincidente).

Obtencdo e analise de caracteristicas morfologicas categdricas

Foram avaliadas 23 caracteristicas das arvores de araticum, com relagao ao fuste
(crescimento, aspecto e cor), ritidoma (cor e tipo), copa (formato), folha (exsudacdo,
disposi¢ao, filotaxia, forma, dimensdo do peciolo), lamina foliar (margem, apice, base,
pilosidade, relacdo comprimento/largura, textura, estipula, coloragao, nervagao adaxial e
abaxial e formato), ramo (caracteristicas). Os dados coletados de cada arvore foram
categorizados em diferentes classes relacionadas na Tabela 2.3. Os valores das classes
em cada caracteristica de acessos individualizados de araticum foram utilizados para o
calculo das distancias ou dissimilaridades genéticas entre os acessos, com o auxilio do

Programa Genes (Cruz, 2001), utilizando-se a seguinte expressao:
DGij=1 — [CVij/(CVij+DVij)] onde:
DGij= Dissimilaridade genética entre os acessos i ¢ j;

CVij= Numero de coincidéncias de valores das classes das n caracteristicas

categdricas analisadas entre os acessos i € j;

DVij= Numero de discordancias de valores das classes das n caracteristicas

categoricas analisadas entre os acessos i ¢ j;
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Tabela 2.3- Descritores morfologicos categoricos utilizados™ na caracterizacao do araticum

Fuste

Folha

A. Crescimento
1. monopodial

H. Composicao
1. folha simples

Q. Apice

. Arredondada
. Mucronada

. Obtuso

. Agudo

. Retuso
.acuminado

. Truncado

Z. Formato (Campdoéd.)
1. Bronquidédroma

2. Eucampddédroma

3. Reticulédroma

4. Cladédroma

. Base

. Arredondada
. Aguda

. cordada

. lobada

. Obtusas

. Estipula
. Intrapeciolares
. ausente

. Textura

. Coriacea

. Cartdcea

. membrandcea

. Coloragao
. Concolor
. Discolor

. Nervura Adaxial (12nerv./22 nerv.)
. Saliente/Imersa

. Impressa/saliente

. Impressa/Impressa

. Impressa/Ilmersa

. Imersa/Imersa

. saliente/saliente

. Imersa/saliente

. Imersa/saliente

. saliente/impressa

2. simpodial 2. composta

B. Aspecto I. Exsudagao

1. Reto 1. ausente

2. Tortuoso 2. Presente

3. Abaulado J. Relagdo C/L

4. Protuberancias 1. 1,5-1,7

5. Base cilindrica 2. 1,7-1,99

6. Base achatada 3. 2-3

7. Base acanalada 4, >3

C. cor L. Formato

1. Cinza claro/escuro | 1. Largo-eliptica

2. cinza claro 2. Eliptica

3. castanho/cinza 3. Estreito-oblonga
Ritidoma 4. Estreito-ovada
D. cor 5. largo-oblonga

1. Cinza claro 6. estreito-oblonga
2. castanho/cinza 7. estreito-obovada
E. Tipo 8. ovada

1. Reticulado 9. estreito-obvada
2. Rugoso 10. Lanceolada

3. Aspero M. filotaxia/disposicdo
4. Liso 1. alternas disticas
5. Escamoso 2. alternas espiraladas
6. Com depressoes 3. opostas cruzadas
7. Laminado 4. opostas disticas
8. Fissurado 5. verticeladas

9. Fendido N. Pilosidade

10. Estriado 1. Glabras

Copa 2. Pulverulento

F. Formato 0. Peciolo

1. Irregular 1. 0,3-0,49cm

2. Conica 2. 0,5-0,69 cm

3. Leque 3. 0,7-0,99cm

4. Pendente 4. >1cm

5. Colunar P. Margem

6. Umbelada 1. Inteira

Ramos 2. ciliadas

G. Caracteristica 3. dentadas

1. Lenticelados 4. lobadas

2. Glabros 5. palmadas

3. Rugoso 6. serrilhada

4. Pilosos 7. revoluta

. Nervura Abaxial (12nerv./22 nerv.)
. saliente/saliente

. saliente/impressa

. saliente/imersa

. Impressa/saliente

. Impressa/Impressa

. Impressa/Imersa

. Imersa/Imersa

00N OO A WN P XIO 0N O 0 WNRPRPIINRERP CIWNRPSANREPE OO PDWNRIINNOOGG DD WN R

. Imersa/saliente
9. Imersa/saliente

T n - - " , .
Descritores selecionados com base no Guia do Observador de arvores do Cerrado, elaborado por Manoel Claudio da
Silva Junior para curso de observadores de arvores do cerrado.

56




Anélises de Correlacdo, Agrupamento e Dispersdo com base nas matrizes de
dissimilaridades genéticas

Para comparar as dissimilaridades genéticas entre os acessos de araticum obtidas
com base em marcadores moleculares RAPD, microssatélites e caracteristicas
morfologicas categdricas, foram calculados coeficientes de correlagdo de Pearson entre
as dissimilaridades genéticas, com auxilio do Programa Genes (CRUZ, 2001).

As matrizes de dissimilaridades genéticas obtidas com base em cada tipo de
marcador molecular e caracteristicas morfologicas foram utilizadas para realizar a
analise de agrupamento com o auxilio do Programa Statistica (STATSOFT INC., 1999),
utilizando como critério de agrupamento o método do UPGMA. Ainda com base em
cada uma das matrizes de dissimilaridades genéticas, foi realizada a dispersdo grafica
baseada em escalas multidimensionais usando o método das coordenadas principais,

com auxilio do Programa SAS e Statistica (STATSOFT INC., 1999).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os 10 primers decameros geraram um total de 146 marcadores RAPD,
perfazendo uma média de 14,6 marcadores por primer. As dissimilaridades genéticas
entre os 18 genotipos de araticum variaram entre 0,152 e 0,697 (dados ndo
apresentados). A menor dissimilaridade foi observada entre o gen6tipo CPAC AR 1-3 e
CPAC AR 1-4 (0,152), o que ja esperado por terem origem da mesma matriz (CPAC
AR 1), bem como a similaridade dos outros acessos localizados na Embrapa Cerrados,
como mostra a dispersdo grafica na Figura 1. A maior dissimilaridade observada foi
entre o gendtipo do out group — de Terra Fria, e CPAC AR 9 — de Aguas Emendadas, de
0,697 (Figura 2.1).

Do total de marcadores, 100% foram polimoérficos. Verifica-se também
coeficientes de dissimilaridades genéticas altos, evidenciando a ampla base genética do
material total avaliado. Blanco (2007) coloca que é importante considerar também que,
a alta propor¢ao da variabilidade genética encontrada dentro das populacdes deve ser
interpretada como resultante de elevadas taxas de fluxo génico que devem ter operado
no passado. A forte fragmentagdo do bioma Cerrado na atualidade, certamente,
representa uma barreira sobre a qual dificilmente mudangas poderiam ocorrer nessa

espécie, sobretudo entre populacdes separadas por centenas de quilometros.

Analisando apenas o grupo de acessos ja introduzidos ha mais tempo no CPAC,
as dissimilaridades diminuem, indicando maior similaridade entre o0s acessos,
mostrando que a base genética da atual cole¢do de trabalho é mais estreita. Os acessos
utilizados como outgroup foram os que mais diferiram dos outros, com maiores valores
de dissimilaridade genética e maior dissimilaridade na andlise do grafico de dispersao

(Figura 2.2) .
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CPAC AR-9 Aguas Emend. |
CPAC AR-26 Exercito
CPAC AR-11 Col. Agr.
CPAC AR-15 Cabeceiras
CPAC AR-16 Cabeceiras ]
CPAC AR-27 Exercito
CPAC AR-31 Exercito
CPAC AR-7 Jardim ACN

CPAC AR-1
CPAC AR-1-1 .
CPAC AR-1-3
CPAC AR-1-4 :I_ B
CPAC AR-1-2
CPAC AR-8 Jardim Transp
CPAC AR-5 Cons. PL1

CPAC AR-6 Cons. PL2
Outgroup

OQutgroup I

H

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7
Dissimilaridade genética

Figura 2.1- Anélise de agrupamento de 18 acessos de araticum, com base na matriz de
dissimilaridades genéticas calculadas utilizando-se 146 marcadores RAPD. O método do
UPGMA foi utilizado como critério de agrupamento.
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Figura 2.2- Dispersdo grafica de 18 acessos de araticum com base na matriz de
dissimilaridades genéticas calculadas utilizando-se 146 marcadores RAPD.
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Com base nos marcadores microssatélites, a andlise de nove locos gerou
informagdes sobre 33 alelos. O niimero de alelos por loco variou de 2 a 5, com uma
média de 3,67 alelos por loco (Figura 2.3).

As analises de agrupamento com base na matriz de dissimilaridade mostraram a
formagdo de trés grupos, bem semelhantes aos obtidos com base na matriz de
dissimilaridade genética calculada utilizando marcadores moleculares RAPD. O
primeiro grupo ¢ formado pelos acessos coletados em 4reas de reservas, proximas ao
Distrito Federal, com algumas exceg¢des, o segundo pelos acessos do CPAC e o terceiro

pelos acessos do outgroup (Figura 2.4).

CPAC AR-9 Aguas Emend. .
CPAC AR-15 Cabeceiras
CPAC AR-11 Col. Agr. | .

CPAC AR-7 Jardim ACN | 1
CPAC AR-26 Exercito 1

CPAC AR-31 Exercito
CPAC AR-8 Jardim Transp. .
CPAC AR-1-1 .

CPAC AR-16 Cabeceiras | 1
CPAC AR-27 Exercito ' 1

CPAC AR-1 ]

CPAC AR-1-2 ]

CPAC AR-1-3 I ]

CPAC AR-1-4 ] ]

CPAC AR-5 Cons. PL1 — ]
CPAC AR-6 Cons. PL2 ]

Outgroup ———— 1
Outgroup ] 1

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8

Dissimilaridade genética

Figura 2.3- Analise de agrupamentode 18 acessos de araticum com base na matriz de
dissimilaridades genéticas calculadas utilizando-se locos microssatélites. O método do
UPGMA foi utilizado como critério de agrupamento.
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Figura 2.4- Dispersdo grafica de 18 acessos de araticum com base na matriz de
dissimilaridades genéticas calculadas utilizando-se 9 locos microssatélites.

Os dois acessos utilizados como outgroup apresentaram uma distancia genética
elevada em relacdo aos demais acessos (Figura 2.2 e 2.4). Esses dois acessos que vieram
do Vao Parana e de Terra Fria. Segundo Pereira et. al. (2008), existe uma barreira
geografica que pode impedir o fluxo génico entre algumas regides do estado de Goias
localizadas no Vao do Parana. Esta hipdtese ¢ sustentada pela elevada magnitude da
dissimilaridade genética observada entre populacdes situadas em margens opostas, em
contraposi¢@o a baixa distancia geografica entre elas, e ainda, pela reduzida magnitude
das dissimilaridades genéticas entre populagdes situadas em uma mesma margem. Esses
dados foram fundamentados em estudos genéticos com microssatélites. Os resultados
desse trabalho corroboram com uma possivel regionalizacao da variabilidade genética.
Blanco (2007) enfatiza a elevada diversidade genética em termos de polimorfismos de
DNA cloroplastidial, mesmo nas populacdes de Annona crassiflora isoladas
geograficamente no estado de GO.

Na andlise das caracteristicas morfologicas categéricas os acessos do viveiro,
identificados com os numeros CPAC AR-1-1, CPAC AR-1-2, CPAC AR-1-3 ¢ CPAC

AR-1-4 ndo foram utilizadas por serem ainda plantas muito jovens.
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A andlise morfoldgica categorica do araticum mostrou uma maior divergéncia
dos acessos quanto ao apice da folha, formato de folha e tamanho de peciolo, com
variagdo de 5 e 4 classes, respectivamente (Tabela 2.4). De acordo com Ribeiro et al.
(2000), a julgar pela variabilidade morfologica encontrada nos frutos (peso, forma e
volume) e na polpa (cor, consisténcia e sabor), pode-se inferir que héa grande
variabilidade genética no ambiente de ocorréncia natural.

As matrizes ou acessos utilizados como outgroup, mais uma vez, ficaram
isoladas do resto do grupo, mas houve aproximagao com o acesso CPAC AR-6. Tanto
os acessos do outgroup quanto o acesso CPAC AR-6 foram implantados no mesmo
campo experimental da Embrapa Cerrados de cultivos consorciados. E provavel que
essa similaridade morfologica possa ser explicada por um possivel efeito ambiental,
considerando a proximidade das areas onde que elas estdo plantadas, com mesmo tipo
de solo, vento, quantidade de agua e tratos culturais. Pode-se observar também que nas
analises com base em marcadores moleculares RAPD e microssatélites, esse acesso
apresentava certa divergéncia dos demais, mas ndo se aproximava do outgroup.

A matriz do Jardim ACN (CPAC AR-7) e a matriz do viveiro (CPAC AR-1)
estdo proximas nas duas andlises. Sdo plantas introduzidas no CPAC e possuem

material genético préximo e recebem condi¢des ambientais bem parecidas.
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Tabela 2.4 - Caracterizagdo de 14 acessos de araticum com base em 23 caracteristicas
morfologicas categoricas.

Acessos”

CcMC! 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 15 16 17 18
A 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2
B 2 1 2 1 1 1 2 2 1 2 1 1 1 1
C 1 2 1 2 2 2 2 1 2 1 1 3 3 3
D 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1
E 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 3 2
F 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
G 1 3 1 3 1 3 3 1 1 2 1 2 1 1
H 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
I 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 4 3 3
L 1 1 1 1 2 1 1 2 1 1 1 3 3 4
M 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
N 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 2 3 3 2 3 2 2 2 3 1 2 2 2 4
P 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Q 1 1 2 3 5 2 2 3 1 2 3 4 2 4
R 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2
S 1 1 1 2 1 1 1 2 1 2 1 1 1 1
T 2 2 2 2 2 2 2 1 1 1 1 2 2 2
U 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
\V4 1 2 2 3 2 6 2 4 3 4 3 4 4 4
X 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1

V4

ICaracteristicas Morfoldgicas Categoricas de acordo com descrigdo feita na Tabela 2.3

2 Acessos [1- Aguas Emend. CPAC AR 09; 2- CPAC AR 11 Col. Agric.; 3- CPAC AR 15 Cabeceiras; 4- CPAC AR
16 Cabeceiras; 5- CPAC AR 26 Exército; 6- CPAC AR 27 Exército; 7- CPAC AR 31 Exército; 8- CPAC AR 07
Jardim ACN; 9- CPAC AR 08 Jardim Transp.; 10- CPAC AR 01 Matriz viveiro; 11- CPAC AR 05 Consorcio PL 1;
12- CPAC AR 06 consorcio PL 2; 13- outgroup Parand; 14- outgroup Terra Fria]
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CPAC AR-9 Aguas Emend.
CPAC AR-15 Cabeceiras

CPAC AR-11 Col. Agr. .

CPAC AR-26 Exercito 1

CPAC AR-16 Cabeceiras 1
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Figura 2.5- Analise de agrupamento de 14 acessos de araticum com base nas
dissimilaridades genéticas calculadas utilizando 23 caracteristicas morfologicas
categéricas. O método do UPGMA foi utilizado como critério de agrupamento.

0.20 T T T T T
0.15

0.10 } 4
O

[o] X(e]

0.05 ]

0.00 1

015
-0.05 } © 1

Coord. 2

-0.10

O

-0.15 1

-0.20 + .

-0.25 : : : : :
-0.4 -0.3 -0.2 -0.1 0.0 0.1 0.2

Coord. 1

Figura 2.6- Dispersdo grafica de 14 acessos de araticum com base na matriz de
dissimilaridades genéticas calculadas utilizando-se 23 caracteristicas morfologicas
categoricas.
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Na Tabela 2.5 observa-se as estatisticas descritivas das dissimilaridades
genéticas obtidas com base nos diferentes tipos de caracteristicas mostram a amplitude
das distancias e um maior coeficiente de variacdo para as dissimilaridades genéticas
obtidas com base em marcadores SSR (29,7%), seguida das obtidas com base em
marcadores RAPD (22,3%; Tabela 2.5). A maior amplitude das dissimilaridades

genéticas também foi obtida com base nos marcadores microssatélites.

Tabela 2.5 - Estatisticas descritivas relacionadas as dissimilaridades genéticas entre acessos de
araticum obtidas com base em marcadores moleculares RAPD, microssatélites (SSR),
caracteristicas morfologicas categoricas (CATEG).

Variavel NumObs Média Minimo Maximo CV Variancia DP

RAPD 91 0,5022 0,22 0,697 22,3 0,0125 0,112
SSR 91 0,6422 0,2 1,0 29,7 0,0365 0,191

CATEG 91 0,697 0,478 0,913 15,51 0,0117 0,108

Tabela 2.6 — Analise de correlagdo de Pearson entre as medidas de dissimilaridade calculadas
dos acessos de araticum com base em caracteristicas categodricas (Categ), marcadores
moleculares RAPD (RAPD) e microssatélites (SSR).

Caracteristicas Car(X) Car(Y) Cov (X,Y) Correlacao Alfa (%)

Categ x RAPD 0,0117 0,0125 -0,006 -0,493 *%0,0002
Categ x SSR 0,0117 0,0365 -0,0079 -0,381 *%0,0262
RAPD x SSR 0,0125 0,0365 0,0101 0,472 **0,0006

A analise de coeficiente de correlagdo de Pearson entre as medidas de
dissimilaridade calculadas com base em diferentes tipos de caracteristicas demonstrou
uma correlacdo positiva de 0,47 e significativa (Prob <0,01) pelo teste t. entre as
dissimilaridades calculadas com base em marcadores moleculares RAPD e
microssatélites (Tabela 2.6). Faleiro et al. (2004) também obtiveram valor positivo e
significativo de 0,21 para a correlagao entre as medidas de dissimilaridade calculadas
com base em marcadores RAPD e microssatélites. As correlacdes entre as
dissimilaridades calculadas com base em caracteristicas morfologicas categoricas e as

dissimilaridades calculadas com base em marcadores moleculares foram negativas.
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Estas correlacdes evidenciam, de um lado, a relagdo entre as caracteristicas obtidas com
base em marcadores moleculares e de outro a nao relacao destas caracteristicas com as
caracteristicas morfologicas categoricas. Nesse sentido, podemos dizer que existe uma
complementaridade das caracteristicas morfologicas ¢ baseadas no DNA para estudos
de diversidade genética. Entretanto, ¢ importante salientar que alguns acessos foram
analisados, em seu ambiente natural.

Possivelmente, o ambiente teve uma interferéncia significativa nas
caracteristicas morfologicas categoricas dos acessos. A utilizagdo somente da analise in
situ de um acesso ¢ muito arriscada, principalmente quando estdo sendo comparados
diferentes acessos oriundos de diferentes ambientes. Neste caso, o ambiente pode ter
uma forte influéncia no fendtipo, ou seja, nas expressdes das caracteristicas
morfoldgicas das plantas. O uso de diferentes tipos de caracteristicas de forma
complementar é o melhor caminho para a caracterizagdo de recursos genéticos ¢ estudos
de diversidade genética, sendo que o uso de marcadores moleculares do DNA ¢
estratégico por ndo terem influéncia do ambiente e permitirem a obtencdo de um
nimero praticamente ilimitado de polimorfismos genéticos obtidos diretamente do

DNA (Faleiro et al., 2011a; 2011b).
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4. CONCLUSOES

Os acessos da colecio de trabalho da Embrapa Cerrados demonstraram
proximidade genética. Houve alta variabilidade genética entre acessos das reservas de
Aguas Emendadas, do Exército, do Colégio Agricola e de acessos implantados em éareas
experimentais de cultivos consorciados. Houve interferéncia significativa do ambiente
nas caracteristicas morfologicas dos acessos de araticum avaliados. Este resultado
ressalta que para os trabalhos de caracterizagdo morfo-agronomica € essencial diminuir
os efeitos ambientais nas caracteristicas e para isso, a montagem de bancos ativos de
germoplasma com repetigdes (progénies ou clones) dos diferentes acessos em diferentes

locais assume importancia estratégica.

67



5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALMEIDA, S. P. de; PROENCA, C. E. B.; SANO, S. M.; RIBEIRO, J. F. Cerrado:
espécies vegetais uteis. Planaltina, DF: Embrapa-CPAC, 1998. 464p.

BERNARDES, T. G.; ESTRELA, C. T.; NAVES, R. V.; REZENDE, C. F. A.;
MESQUITA, M. A. M.; PIRES, L. L. Efeito do armazenamento ¢ de fitohormdnios na
qualidade fisiologica de sementes de araticum (Annona crassiflora Mart.). Pesquisa

Agropecuéria Tropical, Goiania, 2007. v. 37, n. 3, p. 163-168.

BLANCO, A. J. V.; PEREIRA, M. de F.; COELHO, A. S. G.; CHAVES, L. J.
Diversidade genética em populacdes naturais de araticunzeiro (Annona crassiflora
Mart.) por meio da analise de seqiiéncias de CpDNA. Pesquisa Agropecudria
Tropical, Goiania, 2007. v. 37, n. 3, p. 169-175.

BRAGA FILHO, J. R.;; VELOSO, V. da R. S.; NAVES, R. V.; NASCIMENTO, J. L.
do. Danos de Telemus chapadanus(Casey 1922) sobre o florescimento do Araticum
(Annonacrassiflora Mart.) no estado de Goias. Pesquisa Agropecuaria Tropical,
Goiania, 2005. v. 35, n. 1, p. 25-29.

BRAGA FILHO, J.R.; VELOSO, V.da.R.S.; NAVES, R.V.; NASCIMENTO, J.L.do.;
CHAVES, L.J. Danos causados por insetos em frutos e sementes de araticum
(Annonacrassiflora Mart., 1841) no cerrado de Goias. BioscienceJournal, Uberlandia,
v. 23, n. 4, p. 21-28, 2007.

CAVALCANTE, T. R. M.; NAVES, R. V.; FRANCESCHINELLL E. V.; SILVA, R. P.
Polinizagdo e formagdo de frutos em araticum. Bragantia. Campinas: Bragantia, 2009.

Vol. 68 n° 1.ISSN 0006-8705.

CRUZ, C.D. Programa genes: aplicativo computacional em genética e estatistica.
Vigosa: UFV, 2001. 648p.

FALEIRO, F.G.; FALEIRO, A.S.G.; CORDEIRO, M.C.R., KARIA, C.T. Metodologia
para operacionalizar a extracdo de DNA de espécies nativas do cerrado. Planaltina:
Embrapa Cerrados, 2003. (Comunicado Técnico N°92) 6p.

FALEIRO, F. G.; PIRES, J. L.; MONTEIRO, W. R.; LOPES, U. V.; YAMADA, M.
M.; PIEDRA, A. G.; MOURA, A.D., AREVALO-GARDINI, E.; MARQUES, J. R. B ;

68



GRAMACHO, K.P.; FALEIRO, A. S. G.; SANTOS, M. C. M. Variability in cago
accessions from the Brazilian, Ecuadorian, and Peruvian Amazons based on molecular
markers. Crop Breeding and Applied Biotechnology. Vigosa: Universidade Federal
de Vigosa - UFV, 2004. 4:227-233.

FALEIRO, F. G.; JUNQUEIRA, N. T. V. Recursos genéticos: conservacao,
caracterizacdo e uso. In: FALEIRO, F. G.; ANDRADE, S. R. M.; REIS JUNIOR, F.
B. Biotecnologia: estado da arte e aplicagdes na agropecudria. Planaltina, DF: Embrapa

Cerrados, 2011a. p. 513-551.

FALEIRO, F. G. Aplica¢bes de marcadores moleculares como ferramenta auxiliar
em programas de conservagdo, caracterizacdo e uso de germoplasma e
melhoramento genético vegetal. In: FALEIRO, F. G.; ANDRADE, S. R. M.; REIS
JUNIOR, F. B. Biotecnologia: estado da arte e aplicagdes na agropecuaria.

Planaltina,DF: Embrapa Cerrados, 2011b. p. 55-118.

FERREIRA, M. de F.; BANDEIRA, L. F.; BLANCO, A. J. V.; COELHO, A. S. G,;
CLAMPF, A. Y. Caracterizagdo genética de populagdes naturais de Annona crassiflora
Mart. utilizando marcadores microssatélites. In: Simpdsio Nacional Cerrado: desafios e
estratégias para o equilibrio entre sociedade agronegocio e recursos naturais, 9, Brasilia.

Anais... Brasilia, DF. 2008.

GOLIN, V. Frugivoria e dispersdo de sementes de araticum Annona crassiflora
Mart. por animais em area de cerrado matogrossense. Caceres: Universidade do

Estado de Mato Grosso, 2008. 62p. (Mestrado em Ciéncias Ambientais).

INOUE, M. H.; SANTANA, D.C.; SOUZA FILHO, A. P. S.; POSSAMAI A. C. S
SILVA, L. E.; PEREIRA, M. J. B.; PEREIRA, K. M. Potencial alelopatico de Annona
crassiflora: efeitos sobre plantas daninhas. Planta daninha, Vigosa, 2010. vol.28 n° 3,
ISSN 0100-8358.

MESQUITA, M. A.M; NAVES, R.V; SOUZA, E. R. B. de; BERNARDES, T. G,
SILVA, L. B. e. Caracterizagao de ambientes com alta ocorréncia natural de araticum
(Annona crassiflora Mart.) no Estado de Goias. Revista Brasileira de Fruticultura,
Jaboticabal, 2007. v. 29, n. 1, p. 15-19.

69



PEREIRA, M. F.; BANDEIRA, L. F.; BLANCO, A. J. V.; COELHO, A. S. G
CIAMPI, A. Y. Caracterizagdo Genética de Populagdes naturais de Annona crassiflora
Mart. utilizando marcadores microssatélites. In: IX Simposio Nacional Cerrado e 11

Simpdsio Internacional Savanas Tropicais, Brasilia, Anais... Brasilia, DF, 2008.

PEREIRA, E. B. C.; PEREIRA, A. V.; MELO, J. T. de; SOUSA-SILVA, J. C;
FALEIRO, F. G. Quebra de dorméncia de sementes de araticum. Planaltina, DF:
Embrapa Cerrados, 2004. 15 p. (Embrapa Cerrados. Boletim de Pesquisa e

Desenvolvimento, 137)

RESENDE, M. D.V. de. Genética biométrica e estatistica no melhoramento de

plantas perenes. Brasilia: Embrapa Informagao Tecnoldgica, 2002. 975p.

RIBEIRO, J. F.; WALTER, B. M. T. Fitofisionomias do bioma Cerrado. In: SANO, S.
M.; ALMEIDA, S. P. (Ed.). Cerrado: ambiente e flora. Planaltina, DF. Embrapa CPAC,
1998, cap. 3, p. 87-166.

ROESLER, R; MALTA,L. G.; CARRASCO, L. C.; HOLANDA, R. B.; SOUSA, C. A.
S.; PASTORE, G. M.Atividade antioxidante de frutas do cerrado.Ciéncia e Tecnologia
Alimentos. v.27 n.1 Campinas Jan./Mar. 2007

SAS INSTITUTE. SAS/STAT user's guide. Version 6, 4th. Ed. Cary, North Caroline,
1989. 846 p.

STATSOFT INC. Statistica for Windows [Computer program manual] Tulsa,
OK.StatSoft Inc. 2300 East 14" Street, Tulsa. 1999.

70



