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MARCADORES GENETICOS ASSOCIADOS A CARACTERES
AGRONOMICOS DE GENOTIPOS DA COLECAO GOIANA DE
GERMOPLASMA DE Campomanesia spp

RESUMO - Em decorréncia do uso inadequado de areas nativas e de
espécies do bioma Cerrado, o risco de extingdo e perda de diversidade
genética vem ficando cada vez mais evidente e preocupando a comunidade
cientifica. Estudos referentes a caracterizacdo genética baseada em
descritores morfolégicos e moleculares podem subsidiar informag¢des que
possibilitem a implementacdo de estratégias de melhoramento e conservacao
de espécies. O presente estudo objetivou caracterizar geneticamente 93
genotipos de Campomanesia spp. da Colegdo Goiana de germoplasma de
Campomanesia spp da UFG — Regional Jatai, com base em 17 descritores
morfolégicos e 13 primers ISSR. Os 93 gendtipos foram subdivididos em trés
grupos: florescimento em 2013 (F13); florescimento em 2014 (F14); e nao
florescimento durante os periodos de avaliagado (NF). Foi verificado um elevado
coeficiente de variagdo para os descritores morfoldgicos demonstrando a
existéncia de variabilidade genética nos 93 gendtipos de Campomanesia spp.
Nestes casos, a existéncia de variacdo indica a possibilidade da utilizacdo da

colegdo de germoplasma para obtengcdo de ganhos no melhoramento da
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gabirobeira. Os descritores morfologicos: altura da planta no estagio
reprodutivo na terceira avaliacdo (AP Rs3) e largura da folha no estagio
reprodutivo na segunda avaliagao (LF V), foram os que mais contribuiram para
a explicagdo a variancia total dos gendtipos F13 e F14. Os primers ISSR
amplificaram 105 bandas com 100% de polimorfismo demonstrando a
existéncia de variabilidade genética nos gendtipos estudados. A analise
molecular de variancia (AMOVA), demonstrou que a maior parte da variagao
esta contida dentro dos grupos (gendétipos que floresceram em 2013 F13, 2014
F14 e que nao floresceram NF) representando 97,82 % da variabilidade total.
Isto indica que estratégias de pré-melhoramento devem-se focadas em analise

dentro dos grupos.

Palavras- chave: Gabirobeira, Diversidade genética, Analise
multivariada, ISSR, UPGMA.

GENETIC MARKERS ASSOCIATED WITH AGRONOMIC
CHARACTERS OF OF GENOTYPES FROM COLLECTION
GERMOPLASM GOIANA AT Campomanesia spp

ABSTRACT - Due to the inappropriate use of native areas and species
of the Cerrado biome, the risk of extinction and loss of genetic diversity has
been becoming more evident and worrying the scientific community. Studies on
the genetic characterization based on morphological and molecular descriptors
can support information to enable implementation of improvement strategies
and species conservation. This study aimed to characterize genetically 93
Campomanesia spp genotypes of Goiana collection of Campomanesia spp
germplasm at UFG - Regional Jatai, based on 17 morphological descriptors and
13 ISSR primers. The 93 genotypes were divided into three groups: flowering in
2013 (F13); flowering in 2014 (F14); and not flowering during the evaluation
periods (NF). A high coefficient of variation for the morphological descriptors
demonstrating the existence of genetic variability in 93 Campomanesia spp
genotypes was found. In these cases, the existence of variation indicates the
possibility of using germplasm collection to obtain gains in gabirobeira
improvement. Morphological descriptors at plant height in the reproductive
stage in the third evaluation (AP R3) and the width of the leaf in the
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reproductive stage in the second evaluation (LF V2) were the descriptors that
have contributed most to explain the total variance of the F13 and F14
genotypes. The ISSR primers amplified 105 bands with 100% of polymorphism
demonstrating the existence of genetic variability in genotypes. Molecular
analysis of variance (AMOVA) showed that most of the variation is contained
within groups (genotypes that have flourished in 2013 F13, F14 and 2014 that
have not flourished NF) representing 97.82% of the total variability. This
indicates that pre-improvement strategies should be focused on analysis within

groups.

Key words: Gabirobeira, Genetic diversity, multivariate analysis, ISSR,
UPGMA.
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1. INTRODUGAO

O cerrado apresenta-se como o0 segundo maior ecossistema do Brasil e
uma das maiores biodiversidades do mundo, € uma unidade ecoldgica tipica da
zona tropical, caracterizado por uma vegetagao de fisionomia e flora préprias,
classificada dentro dos padrbes de vegetacdo do mundo como savana, ocupa
cerca de 21% do territdério nacional, sendo superado em area apenas pela
Amazobnia. O Bioma detém 5% da biodiversidade do planeta e ocorréncia de
especies endémicas (KLINK & MACHADO, 2005).

A ocupacdo do Cerrado se fez as custas da eliminacido total de sua
vegetacao natural que cede seu habitat a plantas exdégenas como a soja, que
nas duas ultimas décadas, predomina como espécie cultivada no Bioma.

O potencial extrativista desse Bioma € enorme. Sdo sementes, flores,
frutas, folhas, raizes, cascas, madeiras, latex, oleos e resinas, que contribui
para a geracao de renda para os agroextrativistas (SCARIOT & RIBEIRO, 2015).
Porém, por falta de conhecimento, muito das plantas frutiferas nativas do
Cerrado ndo sado de conhecimento de grande parte da populagdo que vive
neste bioma (EITEN, 1972 apud CARVALHO et al., 2008).

A ocupacgao desordenada e a transicdo da vocagado de pecuaria a de
agricultura intensiva colocam em risco espécies conhecidas e desconhecidas
da flora do Cerrado. Aumentando ainda mais o uso inadequado e o sub uso de
frutiferas nativas dessa regido. Portanto, a realizagdo de estudos sobre a
importancia econdmica, nutricional, farmacéutico e social dessas frutiferas bem
como a possibilidade de implementa-las em sistemas de cultivo, podem
mostrar novas vias de geragao de renda e melhora na qualidade de forma que
a mesma se torne atraente.

A maior parte das frutiferas nativas do Cerrado apresentam qualidades e
caracteristicas que indicam potencial para uso sustentavel pelos produtores
locais e para industria. Dentre essas frutiferas, destacam-se as espécies do
género Campomanesia (Familia Myrtaceae), conhecidas como gabiroba,

guabiroba, guavira, guabiroba—do-campo, entre outras. S&o originarias do
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Brasil, com grande abundéncia nos Cerrados, nas regides Centro-Oeste e
Sudeste do Brasil, distribuidas nos estados de Bahia, Goias, Distrito Federal,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Tocantins, Minas Gerais e Sdo Paulo, seus
frutos podem ser consumidos in natura, sendo considerados muito saborosos,
suculentos, acido e levemente adocicados (LORENZI et al., 2006).

Na industria de alimentos podem ser utilizados como flavorizantes de bebidas,
na fabricagao de licores, sumos, doces e sorvetes (FREITAS et al., 2008).

De acordo com a classificacdo da domesticagdo sugerida por Clement
(2007), a Campomensia spp pode ser considerada uma espécies
incipientemente domesticada, ou seja, o fendtipo médio ainda esta dentro da
variagao encontrada na populagao silvestre. A implementagédo de um programa
de domesticacdo e melhoramento, voltado para o aproveitamento das espécie
do género Campomanesia ira permitir o acesso a informagédo genética, bem
como a caracteristicas agronémicas de interesse (precocidade, arquitetura de
planta, teor de sélidos soluveis, suscetibilidade a pragas e doengas) e sistemas
de cultivo adequados. Tais estudos facilitam a definicdo de estratégias para a
coleta de propagulos e estudos de progénies (MOURA et al. 2013), no entanto,
sdo raros estudos com este foco em espécies nativas do Bioma Cerrado.

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade genética
por meio de caracteres agronémicos, morfoldégicos e moleculares de gendtipos
de Campomanesia spp da colegao goiana de germoplasma de Campomanesia
spp, localizada na UFG — Regional Jatai, para subsidiar atividades de

conservacgao, domesticagcao é melhoramento da espécie.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Familia Myrtaceae

A familia Myrtaceae esta inserida na ordem Myrtales, apresenta cerca de
5600 espécies distribuidas em 132 géneros (GOVAERTS et al., 2012). Sua
ocorréncia abrange desde a Australia, sudeste da Asia e América, com baixa
representatividade na Africa (WILSON et al., 2001). E composta por duas
subfamilias: Psiloxyloideae e Myrtoideae (WILSON, 2005). Esta familia de
plantas abrange desde arbustos com menos de 2 metros, como € o caso da
Myrcia salzmanni e Campomanesia adamantium, até arvores com mais de 10
metros de altura como algumas espécies de Eucalytpus (CRONQUIST, 1981).

No Brasil as espécies da familia Myrtaceae mostram-se entre as mais
diversas formagdes vegetais que caracterizam os principais biomas brasileiros,
como Amazobnia, Cerrado, Mata Atlantica, e Restinga, contemplando 24
géneros e 927 espécies, sendo a familia com maior numero de espécies em
diversos géneros (FORZZA, 2010; SOUZA & LORENZI, 2008). Sé no bioma
Cerrado apresenta 14 géneros e 211 espécies (MENDONCA, 2015).

Quanto a morfologia da planta, uma das caracteristicas mais marcantes
das Myrtaceae é a presenca de glandulas translucidas distribuidas no limbo
foliar, contendo terpendides e outros compostos aromaticos que também se
distribuem em outras partes das plantas, as folhas sdo opostas ou alternas,
usualmente com enervacgao pinada (JUDD et al. 1999).

De acordo com revisdo realizada por Gressler et al. (2006), as flores das
mirtaceas brasileiras sdo hermafroditas, geralmente de coloragéo
esbranquigada, os principais polinizadores sdo abelhas da familia Apidae. Seus
frutos sdo carnosos, de tamanho entre 0,4 a 7,5 cm de largura e 0,4 a 8,0 cm
de comprimento, sendo suas sementes envolvidas por uma polpa rica em agua
e carboidratos.

Os estudos taxonbmicos vém contribuindo para o conhecimento e
classificagdo de novas espécies dentro da familia Myrtacea, bem como a
reclassificacdo a partir da proposta de novas chaves taxonémicas, que visam
contribuir para a identificagdo de novas espécies que surgem a partir de
cruzamentos intraespecificos (MORAIS et al. 2014; AMARAL, 2012).
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Segundo Marchiori & Sobral (1997), as mirtaceas brasileiras geralmente
nao produzem madeiras valiosas, diferentemente das australianas como o
Eucalyptus, restringindo-se ao fornecimento de lenha, e a utilizagdo em
pequenas pecas ou objetos e outras formas de uso local.

A pouca utilidade na industria moveleira € compensada quando se trata
dos efeitos medicinais e propriedades alimenticias como o elevado teor de
vitaminas e antifungicos (LEGRAND & KLEIN 1978), como a gabirobeira
(Campomanesia spp), cambuci (Campomanesia phae (O. Berg) Landrum),
goiabeira (Psidium guajava L.), jabuticabeira (Myrciaria cauliflora (Mart.) O.
Berg e outras espécies deste género), pitangueira (Eugénia uniflora L.),
cabeludinha (Plinia glomerata (O. Berg) Amshoff), aragazeiro (Psidium
cattleianum Afzel. ex Sabine) e cerejeira nacional (Eugenia cerassiflora Miq.)
(SOUZA & LORENZI 2008).

A espécie frutifera mais estudada e difundida dentro dessa familia é a
goiabeira (Psidium guajava L.), mas diversas outras espécies apresentam
potencial semelhante, embora dependam de domesticacdo em maior ou menor
grau para que sejam comercializadas de forma economicamente viavel. Este é
o caso da jabuticabeira (Myrciaria caulifl ora (Mart.) O. Berg), da pitangueira
(Eugenia unifl ora L.), da cabeludinha (Plinia glomerata (O. Berg) Amshoff), do
cambuci (Campomanesia phaea (O. Berg) Landrum), da guabirobaeira
(Campomanesia spp.), do araga (Psidium cattleyanum Sabine) e da cerejeira-
nacional (Eugenia cerasiflora Mig.) (CASTRO & LORENZZI, 2005).

2.2 Aspectos Gerais do Género Campomanesia

O género Campomanesia, representado por arvores e arbustos, pode
ser encontrado do norte da Argentina até Trinidad, e das costas brasileiras até
os Andes ou Peru, Equador e Coldmbia (LANDRUM, 1986). Segundo Vallilo, et
al. (2006), as plantas desse género sao plantas pouco exigentes quanto ao
tipo de solo.

O levantamento do IBGE, sobre a flora vascular do bioma Cerrado listou
14 espécies de Campomanesia spp, dentre elas, algumas apresentam habito
de crescimento arbustivo com altura média variando de 0,80 m a 2 m, sua

ocorréncia € observada normalmente em moitas, e correspondem as seguintes



23

espécies: Campomanesia adamantium Camb. (=Campomanesia caerulea
Berg), Campomanesia lineatifolia Ruiz & Pavon, Campomanesia pubescens
(DC.) Berg (=Campomanesia bracteolata Kiaersk, Campomanesia corymbosa
Blume.), Campomanesia rufa (Berg) Nied, Campomanesia sessiliflora (Berg)
Mattos, e outras com habito de crescimento arboricolas do género que podem
medindo de 8 m a 15 m, composta pelas seguintes espécies: Campomanesia
eugenioides Blume var. eugenioide, Campomanesia guaviroba (DC.) Kiaersk.,
Campomanesia guazumaefolia Blume, Campomanesia velutina (Camb.) Berg e
Campomanesia xanthocarpa Berg (=Campomanesia aromatica Griseb)
(MENDONCA et al. 2015). Essas estao dispersas nas diferentes fitofisionomias
do cerrado, abrangendo areas de cerrado campo limpo, cerrado /lato sensu e
mata de galeria. Durante o periodo do inverno, as plantas apresentam habito
caducifélio e, na primavera (inicio do més de setembro), as plantas rebrotam e
florescem abundantemente (PEIXOTO et al. 2005; ALMEIDA et al. 2000).

A Flora Integrada da Regidao Centro-Oeste (FLORESCER, 2015), que
disponibiliza dados da flora da regido Centro-Oeste e Tocantins, apresentam
registros de coletas de sete espécies de Campomanesia spp no estado de
Goias: C. cavalcantina, C. eugenioides, C. sessiliflora, C. velutina e C.
xanthocarpa, sendo as espécies C. adamantium, C. pubescens, as
encontradas com mais frequéncia dentro dessa regiao.

Os poucos estudos relacionados com caracteristicas morfolégicas e
anatbmicas de espécies do género Campomanesia, faz com que estas sejam
subutilizadas pela populacéo local, sdo escassos os estudos sobre a anatomia
de madeiras nativas do género Campomanesia, fato que pode ser explicado,
em parte, pelo elevado numero de espécies, pela complexidade taxonédmica do
grupo, pelas dimensdes geralmente reduzidas dos troncos, fator que
desestimula a utilizagdo dos mesmos para fins mais nobres, bem como pelo
uso tradicional de outras madeiras (OVANDO et al. 2010).

Os frutos de C. adamantium podem ser consumidos “in natura”, bem
como aproveitados nas formas de sucos, sorvetes, licores, doces, suas cascas
e folhas sédo preparadas por infusdo e utilizadas na medicina popular contra
diarreia, problemas com trato urinario e leucorréia (LORENZI et al. 2006),

Segundo Vallilo et al. (2006), o teor de 6leo essencial encontrado nas folhas
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frescas de Campomanesia adamantium foi de 0,11%, sendo componentes

majoritarios o linalol (29%) e o globulol (20%).

2.3 A Gabirobeira: C.adamantium e C. pubescens

A Campomanesia spp (Familia Myrtaceae), conhecidas como gabiroba,
guabiroba, guavira, guabiroba—do-campo, entre outras, sao originarias do
Brasil, com grande abundéncia nos Cerrados, nas regides Centro-Oeste e
Sudeste do Brasil, distribuidas nos estados de Bahia, Goias, Distrito Federal,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Tocantins, Minas Gerais e Sdo Paulo
(LORENZI et al. 2006; DURIGAN et al. 2004). Sao plantas hermafroditas, com
habito arbustivo e sub-arbustivo atingindo até 2 m de altura, muito ramificada e
com ramos delgados. O pico de floragdo ocorre no més de setembro e
frutificacdo de novembro a dezembro (LORENZI et al. 2006). Apresenta auto-
incompatibilidade, sendo polinizada por abelhas do género Bombus
(PROENCA et al., 1994).

Naturais do ambiente de cerrado sdo adaptadas a estresse hidrico,
algumas delas crescem sob solos naturalmente pobres em nutrientes, como é
o caso de C. adamantium (VALLILO et al. 2006).

As espécies C. adamantium é muito semelhante a C. pubescens, da
qual se distingue basicamente pelas folhas glabras que frequentemente
adquirem uma tonalidade arroxeada depois de herborizadas e pelas sépalas
glabras externamente e arredondadas (ARANTES & MONTEIRO, 2002).

Os frutos apresentam baixo teor energético, devido a reduzida
concentracdo de lipidios, contém wuma proporcdo consideravel de
micronutrientes, calcio, zinco, ferro e fibras (SILVA et al. 2008). Podem ser
consumidos in natura, sendo considerados muito saborosos, suculentos, acidos
e levemente adocicados. Na industria de alimentos podem ser utilizados como
flavorizantes de bebidas, na fabricagcdo de licores, sumos, doces e sorvetes
(FREITAS et al. 2008; PIVA, 2002).

A espécie Campomanesia adamantium Camb, pode ser considerada
recalcitrante, por ndo suportar dessecamento e armazenamento prolongado a
baixas temperaturas, os melhores indices de germinagdo sao encontrados

quando a semeadura é realizada logo apds a colheita, outro fator que delimita o
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indice de germinagédo é o teor de sdlidos soluveis da polpa do fruto, sendo
indicado 15,75°, para que se tenha uma germinacao superior a 95% (DRESCH
et al. 2014; MELCHIOR et al. 2006).

A principal forma de multiplicacdo da espécies e via sexuada por meio
de sementes, colhidas em pomares e ambientes naturais (LORENZI et al.
2006). Mas existem estudos que buscam encontrar protocolos para produgao
de mudas de Campomanesia por meio de métodos vegetativos de propagacao,
(MARTINS et al. 2015).

Devido a falta de conhecimento cientifico, relacionada a elevada
importancia social e econdmica das espécies do género Campomanesia spp,
varios estudos vem sendo conduzidos utilizando-se de técnicas da biologia
molecular e biotecnologia, objetivando tanto diversificar os sistemas de
propagacéo quanto para avaliar a estrutura genética das espécies, (MIRANDA
et al. 2016; AMARAL et al. 2015; PASCOAL et al. 2014; ASSIS et al. 2013).

O interesse econbmico dentro das espécies desse género €
demonstrado a partir de trabalhos que buscam subsidiar informagdes capazes
de tornar essa frutifera adaptavel a sistemas de -cultivo integrado ou
monocultivo. De acordo com Oliveira et al. (2011), trabalhando com biometria
de frutos das espécies C. adamantium e C. pubescens verificaram que ambas
sdo morfologicamente semelhantes, entretanto os autores constataram, que de
uma maneira geral, os indices de germinagéo, volume do fruto e acumulo de
massa fresca foram superiores em individuos de C adamantium. Dresch et al.
(2013), verificaram elevada heterogeneidade na biometria de frutos de
Campomanesia adamantium, segundo o autor a diferenga encontrada nesse
sentido se da devida a elevada variabilidade genética das matrizes, e a fatores
ambientais como a disponibilidade hidrica.

Quanto aos aspectos medicinais varios estudos vem comprovando a
eficiéncia no uso de espécies nativas do cerrado. Pavan et al. (2009), em
estudo quimico, constataram que a espécie Campomanesia adamantium,
apresenta boa atividade de inibigdo do Mycrobacterium tuberculosis, bactéria
causadora da tuberculose.

Coutinho et al.,, (2008), estudando a determinacdo de compostos
fendlicos e avaliando a capacidade antioxidante da C. adamantium, verificaram

a existéncia do sistema aq,B insaturado, podendo ser uma fonte natural de
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antioxidante, ainda foram encontradas 3 tipos de chalconas variando na
concentragéo de 4,67 mg.g™ a 232,5 mg.g™, e 5 tipos de flavonas variando na
concentragcdo de 15,62 mg.g” a 50,71 mg.g™, o extrato apresentou elevada
atividade antioxidante com variacdo de DPPH de 52,0 a 92,2% e inibicdo da
oxidagdo do acido linoleico de 14,6 a 84,2%, o estudo ainda mostrou que a
atividade antimicrobiana foi positiva para o fungo Candida albicans.

Adati et al. (2000) investigando as atividades farmacéuticas do o6leo
essencial e o extrato bruto das folhas de outra espécie, a Campomanesia
phaea (O. Berg) Landrum, contra bactérias e fungos como o Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans, verificaram que o 6leo
teve acao inibitéria para S. aureus, C. albicans e A. niger, enquanto o extrato
bruto somente inibiu o crescimento de P. aeruginosa na concentragcdo entre
62,5 mg e 135 mg de extrato, diluido em meio liquido e testado em

microplacas.

2.4 Importancia da Domesticagao em Frutiferas Nativas

No Bioma Cerrado, existem diversas espécies de fruteiras com potencial
para exploragdo econdmica, entretanto devido a ocupacdo de areas de
ocorréncia natural das espécies do Cerrado vem ocasionando fragmentagao de
populagdes, ou seja, restam apenas pequenas areas, denominadas
remanescentes, o que pode trazer sérias consequéncias para a manutengao da
variabilidade genética e sobrevivéncia de varias espécies principalmente as
frutiferas nativas (FRANZON, 2016).

A exploragao de fruteiras nativas, ocorre na maioria das vezes de forma
extrativista, em vista da falta de conhecimento de quem as utiliza, pois muitos
nao tém o conhecimento técnico da importancia desses recursos genéticos e
da conservagéo de germoplasma (CARVALHO et al. 2001).

Dentre os grandes desafios para obtencdo de material geneticamente
superior de espécies frutiferas nativas além da falta de conhecimento, é a falta
de informacdes relacionadas ao tempo de produgido, uma vez que esse fator é
considerado critico devido a perenidade das espécies nativas. A alternativa que
contribui para a reducédo no tempo de producao é a selegao de descritores que

possam relacionar-se com a precocidade de producdo (KAGEYAMA, 1986).
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Normalmente o melhoramento de espécies nativas incluem a demanda
por extensas para testes, existem entdo alternativas que buscam reduzir esse
fator limitante, como a seleg¢ao precoce intensiva, esse método utilizado para o
cajuzeiro visa aumentar o ganho genético por unidade de area e tempo, essa
modalidade de seleg¢ao consiste em intensificar o adensamento das plantas na
area experimental e avaliar caracteres de alta herdabilidade como altura e
diametro (CAVALCANTI & RESENDE, 2010).

A selecao precoce € uma alternativa para se obter maior rapidez nos
programas de melhoramento, diminuindo o tempo gasto para realizar o ciclo de
selegdo, de modo a maximizar os ganhos por unidade de tempo, a partir de
predicao dos parametros genéticos, antecipando, assim, as etapas de selecao
e recombinacdo (GONCALVES et al. 1998; REZENDE et al. 1994).

Resende (2002) cita que a eficiéncia do método de melhoramento
depende do mecanismo genético envolvido na heranga do carater a ser
melhorado, como o numero de genes que o influenciam, os efeitos e agdes
génicas, herdabilidade, repetibilidade e associacbes com outros caracteres,
deste modo, uma eficiente estimativa dos parametros genéticos constitui base
fundamental para o sucesso de qualquer programa de melhoramento.

E possivel estabelecer estratégias de selecdo baseadas na producéo
precoce, com a definicdo de épocas que permitam selecionar gendtipos
superiores com maior probabilidade de acerto, para a caracteristica de maior
interesse (PIMENTEL et al. 2008). No caso das nativas seria um menor tempo
para a primeira reproducao.

Xavier et al. (2009), cita que a selegao fenotipica é usualmente a mais
utilizada no melhoramento vegetal devido a sua plasticidade, baixo custo,
rapidez, além de refletir bem a interacédo “gendtipo x ambiente”, que atua
fortemente em espécies florestais, em vista de seu ciclo longo. Ainda de acordo
com os autores o processo seletivo ndo deve se basear apenas nos dados
observados na avaliagdo de campo, devido aos varios fatores que podem estar
influenciando no comportamento do gendtipo, esses dados fenotipicos devem
ser transformados em dados genéticos empregando-se fungdes matematicas
especificas.

A quantificacdo da variabilidade genética existente em um material que

sera introduzido a um programa de melhoramento e uma etapa imprescindivel,
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dentro do melhoramento de espécies frutiferas nativas nao é diferente, nesse
caso a quantificacdo e caracterizagdo da diversidade genética pode ser
realizada a partir de descritores, esses descritores auxiliam tanto na escolha de
um material superior para posteriormente ser trabalhado em um programa de
melhoramento, quanto para expor a variabilidade genética contida no material.
Portanto quanto maior a variabilidade genética do material maior a
possibilidade de se encontrar individuos com caracteristicas agrondémicas
desejaveis, tanto no que tange a precocidade de produgdo quanto a
estabilidade dessa produgdo (BOREM & MIRANDA, 2013; BRANDAO, 2008).

2.5 Importancia da Manutencao e Conservagcao de Germoplasma

A demanda por maiores areas de produgdo principalmente para o
aumento da producdo agricola do pais, causa elevada perda de diversidade
por se perder basicamente em areas nativas de ocorréncia de certas espécies
de vegetais, considerando ainda que algumas dessas espécies ocorrem em
ambiente endémicos consegue-se mensurar uma perda ainda mais elevada
(RIBEIRO & WALTER, 2008).

Segundo Borém & Miranda (2013), o germoplasma é todo o material
hereditario de uma espécie ou, ainda, todo o patrimbénio genético de uma
espécie. Ainda de acordo com os autores ha dois métodos basicos para a
conservacao de germoplasma: conservacgao ex situ e in situ.

As colegbes de germoplasma funcionam como conservagao ex situ, em
que uma amostra da variabilidade genética de determinada espécie é
conservada em condicbes especificas fora dos habitats naturais. Na
conservagao in situ as espeécies sao deixadas em seus habitats naturais,
objetivando garantir protecdo ao conjunto de genes das espécies e, quando
necessario, preservar seu ecossistema inteiro (PAIVA, 1994).

Costa et al. (2011), cita que os Bancos Ativos de Germoplasma (BAGSs)
sdo uma alternativa para a conservagao dos recursos genéticos vegetais. A
avaliacdo da diversidade genética entre os acessos de um BAG resulta em
informagdes sobre potenciais genitores a serem utilizados em programas de
melhoramento; possibilita a identificacdo de duplicatas e o intercambio de

germoplasma entre pesquisadores; e de acordo com Nass (2007), € uma forma
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de conciliar os esforgos de conservagcdo da agrobiodiversidade com o
desenvolvimento sustentavel.

A caracterizagdo morfologica de um banco de germoplasma é
normalmente a forma mais acessivel de quantificar sua diversidade genética e
é bastante utilizada (RITSCHEL & HUAMAN, 2002).

Marcadores moleculares tém sido amplamente utilizados na
caracterizagdo de germoplasma, principalmente por fornecer informagdes
sobre a variabilidade genética do DNA, ao eliminar possiveis efeitos ambientais
(Castro et al. 2004).

Para a obtencdo de variedades cultivadas, € necessario que haja
diversidade genética suficiente para permitir a selecdo de individuos que
possam ser utilizados em programas de melhoramento, portanto, o estudo dos
componentes da variabilidade da espécie € fundamental, especialmente para
espécies nativas pouco estudadas, cuja magnitude da diversidade ainda nao é
totalmente conhecida, o estudo dessa variabilidade pode ser realizado a partir

de descritores morfologicos e moleculares (COSTA et al. 2011).

2.6 Caracterizagao da Diversidade Genética

A diversidade genética ou a variabilidade devida a diferengas nos alelos
pode ocorrer a diferentes niveis: a) de espécies dentro de ecossistemas, b) de
populagdes dentro de espécies e c) de individuos dentro de populagdes da
espécie. A caracterizagdo desses diferentes niveis de diversidade é
imprescindivel para o planejamento da caracterizagdo € conservagao genética
(KAGEYAMA, 1986).

Com isso estudos sobre diversidade genética tém sido de grande
importancia para fins de melhoramento genético e para avaliar o impacto da
atividade humana na biodiversidade, também s&o fundamentais no
entendimento de como as populagdes se estruturam no tempo e no espaco e
quais os efeitos das atividades antropicas nessa estruturacédo e, por
consequéncia, nas chances de sobrevivéncia e/ou extingdo das espécies
(CRUZ et al. 2013).

De acordo com Costa et al. (2011), informagbes referentes ao

desenvolvimento e a variagdo genética de espécies nativas sdo fundamentais,
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ja que a domesticagdo e a incorporagdo dessas espécies nos sistemas
produtivos regionais, bem como o desenvolvimento de estratégias de
conservacao eficientes estao estreitamente relacionadas ao conhecimento da
magnitude e da distribuicdo da variabilidade genética nas populagdes naturais.

Uma das maneiras para mensurar a diversidade genética é a utilizagao
de descritores morfoldgicos, caracteres qualitativos e quantitativos de facil
deteccdo, com alta herdabilidade e que sofram pouca variagdo ambiental, que
sao utilizados a fim de diferenciar os acessos (PAIVA et al. 2014).

Uma das ferramentas capazes de discriminar a variabilidade genética
presente em um grupo de individuos s&do os marcadores moleculares, esses
por sua vez fornecem informagdes sobre a variabilidade genética a nivel de
DNA. A existéncia de variabilidade genética € o que baliza os programas de
melhoramento, portanto o estudo dos componentes da variabilidade da espécie
€ fundamental, especialmente para espécies nativas pouco estudadas, cuja
magnitude da diversidade ainda n&o é totalmente conhecida, (COSTA et al.
2011; CHIORATO et al. 2007; CASTRO et al. 2004).

De acordo com Cruz et al. (2011), a diversidade genética pode ser
avaliada a partir de descritores agronémicos, morfolégicos, moleculares,
bioquimicos, entre outros e até mesmo em analises conjuntas. Ainda de acordo
com os autores os valores adquiridos sao convertidos em medidas de
dissimilaridade que quantificam o quéo distantes os individuos encontram-se
entre si, de um modo geral os estudos referentes a diversidade genética sao
realizados a partir de informagdes biométricas com diferentes variaveis, essas
por sua vez podem ser classificadas em: variaveis quantitativas discretas ou
continuas; variaveis qualitativas binarias e variaveis qualitativas
multicategoricas.

Assis (2011), alega que estudos referentes a caracterizagdo da espécie
a partir da investigacao da estrutura genética das mesmas, sdo de suma
importancia para subsidiar programas de exploracdo e manejo de recursos

vegetais, bem como tragar estratégias de conservagao em escala regional.
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2.6.1 Caracterizacao Genética de Frutiferas Nativas, Utilizando-se de
Marcadores Morfélogicos

Uma das maneiras para mensurar a diversidade genética é a utilizagao
de descritores morfologicos. Caracteres qualitativos e quantitativos de facil
deteccdo, com alta herdabilidade e que sofram pouca variagdo ambiental, sao
utilizados a fim de diferenciar os acessos. Para quantificar a diversidade
genética sdo utilizados diversos métodos de analises multivariadas (PAIVA et
al. 2014)

O padrao de desenvolvimento de plantas frutiferas podem ser
mensurados a partir de variaveis que apresentem informagdes de base
quantitativa para a afericdo do desenvolvimento morfolégico em prol de gerar
repetibilidade para as caracteristicas agronOmicas avaliadas, dentre elas:
medidas de peso, numero de folhas, altura e diametro da planta, comprimento
e largura de folhas, numero de ramificagées, bem como a avaliagdo fisiologica
de wunidades estruturais como frutos, folhas, raizes, podem fornecer
informagdes que gerem recursos tecnoldgicos para produgdo comercial de
espécies nativas de interesse econémico (BENINCASA, 1988; BOVI et al.
1988).

Os descritores morfolégicos sédo bastante acessiveis, e conseguem
quantificar de maneira eficiente a existéncia de variabilidade entre os acessos,
portanto sdo ferramentas do melhoramento classico que vem sendo utilizados
para auxiliar na caracterizagdo da diversidade genética (MELO FILHO et al.
2000; CAVALCANTE et al. 2008).

Segundo Coelho et al. (2010), estudos referentes a morfologia da planta
sdo necessarios e conseguem definir com maior eficiéncia os genotipos
promissores para trabalhos de melhoramento, as variaveis que sao relevantes
para o estudo da diversidade genética e os caracteres que nao contribuem
para a separagao dos genotipos, bem como para tracar estratégias e planos de
conservagao para os recursos genéticos (ALVARES, 2011).

Com isso varios pesquisadores tem balizado seus estudos de modo a
encontrar descritores morfolégicos que apresentem boa repetibilidade e sejam
capazes de expor a variabilidade genética do germoplasma trabalhado.

Rezende & Teixeira (2009), verificaram, a partir de caracteristicas fenotipicas a



32

existéncia de diversidade genética de Campomanesia spp, em uma area de
cerrado estrito sensu em Patrocinio MG. Negreiros et al. (2007), avaliaram a
diversidade genética de 34 acessos de maracujazeiro amarelo a partir de 6
descritores morfoldgicos. Sobrinho et al. (1999), caracterizou geneticamente a
partir de caracteres morfoagronémicos acessos de um banco de germoplasma
de alho. Cavalcante et al. (2008), realizou estudos nesse ambito para batata-
doce, Pinto et al. (2010), para Syagrus oleracea (gueroba), palmeira nativa do
Cerrado brasileiro, Carvalho et al. (2012), para Anacardium humile a. St. Hill.

Os estudos biométricos visando a investigagao da variabilidade genética,
sdo realizados a partir de medidas de dissimilaridade, essas por sua vez sdo
expressas pela distancia que um conjunto de variaveis de determinado
individuo expressam em relacdo ao outro (CRUZ et al. 2011). Dentro das
técnicas de anadlise estatistica a analise multivariada é uma importante
ferramenta para classificar germoplasmas, ordenar variabilidades contidas em
acessos, bem como analisar relagdes genéticas entre caracteristicas e
materiais vegetais melhorados (IQBAL et al. 2008).

Outra maneira de se observar o comportamento do material trabalhado,
€ a utilizagcdo de métodos de agrupamento. Entre os métodos propostos para
analise de agrupamento, observa-se que os mais utilizados nos programas de
melhoramento de plantas sao os hierarquicos e os de otimizacao (ELIAS et al.
2007).

No método de Otimizacdo de Tocher requer a obtencdo de uma matriz
de dissimilaridade, sobre a qual é identificado o par de individuos mais
similares esses individuos formarao o grupo inicial, e um método excludente no
entanto um individuo ndo pode participar de dois ou mais grupos, a esséncia
desse método de agrupamento e que a média das medidas de dissimilaridade
dentro de cada grupo deve ser menor que as distancias médias entre
quaisquer grupos (COELHO et al. 2010; CRUZ et al. 2011).

Os meétodos hierarquicos de agrupamento também necessitam de uma
matriz de dissimilaridade, no entanto em cada estagio de agrupamento, tém-se
a necessidade de recalcular o coeficiente de dissimilaridade entre os grupos
estabelecidos e o0s possiveis candidatos a futuras admissdes nos grupos
(CRUZ et al. 2011).
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2.6.2 Caracterizagao Genética de Frutiferas Nativas Utilizando-se de
Marcadores Moleculares

A avaliagéo da diversidade genética era, originalmente, realizada a partir
de informagdes fenotipicas relativas as caracteristicas morfoldgicas ou de
desempenho agrondmico. Contudo os recentes avangos na biologia molecular
abriram novas perspectivas para a pesquisa e conservagcao de espécies e para
estudos de biologia populacional. Com a utilizagédo de marcadores moleculares,
€ possivel a detecgédo da variabilidade existente diretamente no DNA (CRUZ,
2013).

Os chamados marcadores moleculares, sao originados das variagdes no
cédigo do material genético (genoma), e que segregam pelas geragdes
segundo padrao de herangca Mendeliana relacionada a caracteristicas
monogénicas ou que apresentam distribuicdo compativel com as esperadas em
caracteristicas poligénicas (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

Nas ultimas décadas os marcadores moleculares surgiram como uma
alternativa a reducdo do tempo de execugdo de um programa de
melhoramento, principalmente quando se trata de plantas perenes, em que se
tem procurado associar a informacgao obtida pelos marcadores, a aspectos de
diversidade genética e mapeamento de regides gendmicas com influéncia em
caracteristicas fenotipicas de interesse (OLIVEIRA et al. 2014).

Com os avangos da genética e da biologia molecular, principalmente, o
advento da tecnologia do DNA recombinante, da reacdo em cadeia da
Polimerase (PCR) e do sequenciamento automatico do DNA foram
desenvolvidas poderosas técnicas para o desenvolvimento de marcadores
genéticos uteis na identificacdo, caracterizacdo e avaliagdo dos recursos
genéticos vegetais (FALEIRO, 2007).

O desenvolvimento das técnicas de eletroforese de isoenzimas
revolucionou os estudos genéticos durante a década de 1950. Desde entéo
surgiram diversos métodos para deteccao de polimorfismo a nivel de DNA, a
exemplo dos marcadores RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism),
RAPD (Random Amplifed Polymorphic DNA), microssatélites (ou SSR — Single
Sequence Repeat) e AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism), que

permitiram ampla cobertura do genoma, proporcionando um salto qualitativo e
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quantitativo em estudos sobre a estrutura das populagdes e o sistema
reprodutivo das espécies (CRUZ et al. 2011).

A PCR (Reagao em Cadeia de Polimerase) é uma técnica de amplificagcao
extremamente sensivel, podendo detectar uma unica molécula de DNA numa
amostra ou um fragmento. Os primeiros dados experimentais foram publicados
em meados da década de 1980 (SAIKI et al. 1985; ALBERTS et al. 1997). Essa
técnica € baseada no uso de uma enzima de replicagdo denominada de Taq —
Thermus aquaticus, bactéria termofila da qual se obtém uma das DNAs
polimerases termoestaveis utilizadas em PCR (MELO, 2006).

De acordo com Caixeta et al. (2013), o procedimento basico da PCR
consiste em: desnaturacdo do DNA fita dupla pelo efeito da alta temperatura
(normalmente de 92° a 95°), transformando-a em fitas simples, que servira de
molde para a amplificacdo; anelamento ligagdo do pequeno fragmento de DNA
de fita simples, denominado primer, ao molde; extenséo sintese da segunda fita
do DNA molde por meio da enzima DNA polimerase.

De maneira geral o uso de marcadores € uma técnica da biotecnologia que
auxilia com eficiéncia na investigacao da variabilidade e estruturagdo genética
de germoplasma, para seu emprego Sao necessarios equipamentos para
extragdo de DNA, amplificagdo via PCR, separagdo por eletroforese,
fotodocumentagcao e analise estatistica dos descritores gerados (FALEIRO,
2007; FERREIRA & GRATTAPLAGIA, 1998).

2.6.2.1 Marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeats)

Os marcadores moleculares podem ser utilizados como ferramenta para
estudos de diversidade genética entre individuos, dentro e entre populagdes ou
espécies relacionadas (SOUZA et al. 2008). Zietjiewicz et al. (1994),
desenvolveram um tipo de marcador genético baseado em SSR, os chamados
ISSR (Inter Simple Sequence Repeats), que foi bastante popularizado com os
trabalhos de Wolfe e Liston, (1998).

Os ISSR sao rapidos e faceis de trabalhar além de gerar um grande
numero de fragmentos polimorficos, entretanto a desvantagem desse marcador
é relatada quando o estudo é referente a genética de populagdes sendo

considerado como um marcador dominante (BRANDAO, 2008).
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Os primers ISSR podem estar ancorados na extremidade 5 ou 3’ por 1
ou 4 bases degeneradas, os alelos polimdrficos ocorrem sempre que em um
genoma ocorra delecdo ou inser¢cdo em uma sequéncia, que modifica a
distdncia entre as repeticdes. Também, ocorre devido a diferencas no
comprimento do microssatélite, principalmente nos primers ancorados na
posicdo 5 (GOULAO & OLIVEIRA, 2001). Outra caracteristica desses
marcadores é que eles se ligam a regides de DNA conservada entre regides de
microssatélites dentro do genoma, essas regides conservadas variam de 100 a
3.000 pb, para as quais sdo desenhados primers unicos de 16 a 20 pb, sua
repetibilidade é elevada, e o custo de aplicacdo dessa técnica € relativamente
acessivel (CAIXETA et al. 2013; FALEIRO, 2007).

Segundo Lorenzoni et al., (2014), esse tipo de marcador permite a
identificacdo de ampla variabilidade intra e interespecificas e, com isso, torna-
se uma ferramenta bastante util em programas de melhoramento e estudos de
diversidade.

Almeida et al., (2009), utilizou 37 marcadores moleculares ISSR para
acessar a diversidade genética de 14 cultivares de cana-de-agucar
(Saccharum oficinarum). Verificou-se que 7 primers foram suficientes para
distinguir todas as cultivares de cana-de-agucar envolvidas nas analises, os
resultados mostraram que os marcadores ISSR foram Uuteis na analise da
diversidade genética e geracdo de padrdes genéticos (fingerprint), em
germoplasma de cana-de-agucar.

Os marcadores ISSR tém-se mostrado eficientes em diversos estudos de
analise da variabilidade genética em fruteiras, dentre elas a manga (ROCHA et
al. 2012), o umbu-cajazeira (SANTANA et al. 2011), biribizeiro (LORENZONI et
al. 2014), a Gabirobeira Campomanesia spp (AMARAL et al., 2015; SABADIN
& SCHUHLI, 2013), e espécies do género Psidium (goiabeira) (OLIVEIRA et al.,
2014).

Para o estudo da diversidade dentro de uma populagdo ou entre
acessos, a partir de informagdes de marcadores dominantes, podem-se adotar
técnicas de agrupamento ou de projecao de medidas de dissimilaridade, em
ambas as situagdes, torna-se necessaria a matriz de dissimilaridade entre

pares de individuos por meio de indices apropriados (CRUZ et al. 2011).
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Segundo Cruz et al. (2013), os coeficientes de similaridade (S),
originalmente propostos para estudos de taxonomia numérica, utilizam esse
tipo de informagdo molecular como variaveis binarias, codificadas como 0 na
auséncia da banda e 1 na presenca dela, confeccionando desse modo os
coeficientes de similaridade entre pares de acessos que sao obtidos
considerando-se:

a) numero de coincidéncias do tipo 1-1 para cada par de acessos;

b) numero de discordancias do tipo 1-0 para cada par de acessos;

c) numero de discordancias do tipo 0-1 para cada par de acessos; e

d) numero de coincidéncias do tipo 0-0 para cada par de acessos.
Dentre os diversos coeficiente utilizados para estudos de diversidade genética,
cita-se o coeficiente de Jaccard que considera o numero de coincidéncias do
tipo 1-1 sob o numero de coincidéncias do tipo 1-1 somado ao numero de
discordancias do tipo 1-0 e 0-1, gerando assim um indice de similaridade, a
matriz de dissimilaridade e gerada pela matriz de complementariedade (1-S).

Desse modo os marcadores ISSR podem contribuir em programas de
melhoramento vegetal, tanto por permitir acessar a informagao genética dos
acessos, quanto para selegdo de gendtipos a serem utilizados futuramente
como genitores de novas cultivares, também s&o aplicados em estudos de

diversidade genética, “fingerprinting” e selegao assistida (COSTA, 2010).

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Descrigao do Banco de Germoplasma de Campomanesia spp

No final do ano de 2009 foram planejadas expedi¢cdes de coleta de
material propagativo (sementes) de Campomanesia spp para que se instituisse
uma colecado “ex situ” da espécie no Campus da UFG em Jatai. Foi feito o
levantamento de pontos de ocorréncia da espécie no estado de Goias, optando
por estabelecer uma colecdo do estado. Assim, foram coletadas sementes de
140 matrizes em 17 municipios (procedéncias) para constituir as progénies na
colecdo: Abadiania (Ab), Alexania (Al), Anapolis (An), Cacu (Cg), Caiapbnia
(Ca), Caldas Novas (CN), Cataldo (Ct), Goianira (Go), Jatai (Ja), Mineiros (Mi),
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Ouvidor (Ou), Pirenodpolis (Pi), Quirinépolis (Qu), Rio Verde (RV), Santa Rita do
Araguadia (SR), Serranodpolis (Se) e Trés Ranchos (TR).

Apds as coletas, foram produzidas as mudas em casa de vegetacéao e
estabelecido o campo “ex situ”, sendo o transplantio em campo feito em abril
de 2010 utilizando o delineamento em blocos ao acaso em quatro repeti¢cdes
com espagamento de 2 m entre fileiras x 1 m entre plantas e parcelas
compostas por quatro plantas. Portanto, a colegdo conta com 140 matrizes
provenientes dos diferentes municipios (procedéncias), sendo que para cada
matriz coletada 16 plantas foram implantadas no campo de conservacédo “ex
situ” distribuidas em 4 blocos.

A primeira avaliagdo da colecéo foi feita por Assis (2011) e, por ser um
trabalho de longo prazo, o prosseguimento das avaliagdes € indispensavel para
o bom conhecimento da colecdo e seu potencial uso como preservagao do
recurso genético e no sistema produtivo. Parte da colegdo encontra-se na fase
reprodutiva, o que diferencia as gendétipos da colegdo em termos de adaptacgao
ao ambiente “ex situ” e diversidade quanto ao ciclo. Assim, parte dos gendétipos
floresceram no ano de 2013; outra parte so floresceu pela primeira vez no ano

de 2014 e o restante da colecdo nao floresceu em 2013 e nem em 2014.

3.2 Material de Estudo

No presente trabalho foram utilizadas 93 gendtipos que estdo na colegao
de germoplasma de Campomanesia spp da UFG-Regional Jatai, sendo
estabelecidos trés subgrupos (florescimento no ano de 2013, florescimento
somente no ano de 2014 e nao florescimento em 2013 e nem 2014). Para
compor o subgrupo de florescimento em 2013, designado neste trabalho com
F13, foram identificados 60 gendtipos; para compor o subgrupo florescimento
no ano de 2014, designados neste trabalho com F14, foram identificados 17
genotipos e para compor o subgrupo que nao floresceu, designado neste
trabalho como NF, foram identificados, aleatoriamente dentro da colegcdo 16
genotipos.A identificagdo com os cddigos de frorescimento, codigos de campo

e a origem (procedéncia)encontram-se na Tabela 1.
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Tabela 1. Identificacdo dos 93 gendtipos estudados, dentro da Colegao
Goiana de Germoplasma de Campomanesia spp.

Grupo de - o

FIoresE:iment Codigo céoagzgotlpo no Procedéncia
NF NF-01 Santa Rita - Go
NF NF-02 Caiapbnia - Go
NF NF-03 Cataldo - Go
NF NF-04 Caldas Novas - Go
F13 F13-05 Goianira - Go
F13 F13-06 Caldas Novas - Go
NF NF-07 Trés Ranchos - Go
F13 F13-08 Caiapbnia - Go
NF NF-09 Goianira - Go
NF NF-10 QOuvidor - Go
NF NF-11 Mineiros - Gp
NF NF-12 Goianira - Go
NF NF-13 Trés Ranchos - Go
F13 F13-14 Catalado - Go
F14 F14-15 Mineiros - Gp
F13 F13-16 Trés Ranchos - Go
F14 F14-17 Cataldo - Go
F13 F13-18 Caiapbnia - Go
F13 F13-19 Ouvidor - Go
F13 F13-20 Quvidor - Go
F13 F13-21 Caldas Novas - Go
F14 F14-22 Santa Rita - Go
F13 F13-23 Cataldo - Go
F13 F13-24 Santa Rita - Go
F14 F14-25 Santa Rita - Go
F13 F13-26 Goianira - Go
F13 F13-27 Ouvidor - Go
F13 F13-28 Quvidor - Go
F13 F13-29 Trés Ranchos - Go
F13 F13-30 Caiapbnia - Go
F14 F14-31 Caiapbnia - Go
F14 F14-32 Goianira - Go
F13 F13-33 Caiapbnia - Go
F13 F13-34 Mineiros - Go
F13 F13-35 Cataldo - Go
F13 F13-36 Goianira - Go
F14 F14-37 Santa Rita - Go
F14 F14-38 Santa Rita - Go
F14 F14-39 Caiapbnia - Go
F13 F13-40 Cacgu - Go
NF NF-41 Anapolis - Go
F14 F14-42 Jatai - Go




Tabela 1. Cont.

Grupo de - o

FIoresE:iment Codigo céoagzgotlpo no Procedéncia
NF NF-43 Pirendpolis - Go
F13 F13-44 Serrandpolis - Go
F13 F13-45 Anapolis — Go
NF NF-46 Anapolis - Go
F14 F14-47 Serranépolis - Go
F14 F14-48 Jatai - Go
F13 F13-49 Serranépolis - Go
NF NF-50 Cacgu - Go
F13 F13-51 Jatai - Go
F14 F14-52 Cacu - Go
F13 F13-53 Pirendpolis - Go
NF NF-54 Abadiania - Go
F13 F13-55 Rio Verde - Go
F13 F13-56 Pirendpolis - Go
F13 F13-57 Pirendpolis - Go
NF NF-58 Rio Verde - Go
F13 F13-59 Anapolis - Go
F14 F14-60 Alexania - Go
F13 F13-61 Jatai - Go
F13 F13-62 Cacu - Go
F13 F13-63 Rio Verde - Go
F13 F13-64 Pirendpolis - Go
F14 F14-65 Jatai - Go
F13 F13-66 Abadiania - Go
F13 F13-67 Serranépolis - Go
F13 F13-68 Alexania - Go
F13 F13-69 Cacgu - Go
F13 F13-70 Alexania - Go
F13 F13-71 Cacu - Go
F13 F13-72 Quirindpolis - Go
F13 F13-73 Rio Verde - Go
F14 F14-74 Abadiania - Go
F13 F13-75 Pirenépolis - Go
F13 F13-76 Rio Verde - Go
F13 F13-77 Abadiania - Go
F13 F13-78 Quirindépolis - Go
F13 F13-79 Pirenépolis - Go
F13 F13-80 Rio Verde - Go
F13 F13-81 Alexania - Go
F13 F13-82 Cagu - Go
F13 F13-83 Alexania - Go
F13 F13-84 Cagu - Go

39



40

F13 F13-85 Alexania - Go
F13 F13-86 Jatai - Go
Tabela 1. Cont.
Grupo de - o
Floresciment Cédigo do Genétipo no Procedéncia
o Campo
F13 F13-87 Serrandpolis - Go
F13 F13-88 Alexania - Go
F13 F13-89 Rio Verde - Go
F14 F14-90 Alexania - Go
F13 F13-91 Serrandpolis - Go
F13 F13-92 Jatai - Go
F13 F13-93 Serranépolis - Go

Onde: NF: N&o florescimento dos anos de 2013 e 2014; F13: Florescimento em 2013; F14: Florescimento em
2014.

3.3 Caracterizagao Genética Utilizando-se Marcadores Morfolégicos

Para caracterizagdo genética com base em dados morfologicos foram
avaliados caracteres agrondmicos de interesse no ambito quantitativo, sendo
os dados coletados em trés momentos: dois durante o periodo reprodutivo
(florescimento) que coincide com o final do periodo das secas e inicio do
periodo chuvoso (fim do més de setembro e inicio do més de outubro), e um
durante o periodo vegetativo (inicio do més de maio), que coincide com o fim
do periodo chuvoso. Conforme a classificacdo climatica proposta por Koppen
para a regiao.

Na ocasido foram medidos os 2240 gendtipos de gabirobeira que
compdem a colecdo. Além das avaliagdes quantitativas, foi observado em cada
individuo avaliado a presenca de estruturas reprodutivas como botao floral, flor
e fruto, para posteriormente definir a porcentagem de individuos que
floresceram como um todo dentro da colegao.

A quantificagdo biométrica das variaveis quantitativas, foram realizadas
periodicamente, perfazendo duas avaliacbes anuais, sendo, uma delas, no
periodo reprodutivo. Foram mensurados os seguintes caracteres: Altura da
planta, considerando a haste de maior altura (AP); Largura da copa em sua
parte mais extensa (LC); Numero de ramificacbes originadas na base da

planta, no nivel do solo (NR); Comprimento da folha completamente
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desenvolvida (CF); Largura da folha completamente desenvolvida (LF);

Diametro do caule principal ao nivel do solo (DCP).

3.3.1 Estimativa da Divergéncia Genética com Base nos Descritores
Morfolégicos

Para a quantificagcdo da divergéncia genética realizou-se analises
multivariadas, estimando-se a distancia Euclidiana média obtida a partir das
médias dos gendtipos avaliados com base nos descritores morfolégicos
avaliados. Para estimativas da distancia Euclidiana média utilizou-se

procedimento citado por Cruz et al. (2011), conforme a seguir:

Dii ':\/lz(Yij—Yi j)?
\%

Em que:

Dii": disténcia euclidiana média

V: numero de variaveis;

Yij: observagao no i-ésiomo gendtipo para a j-ésima caracteristica;

Yi’j: observagao no i-ésiomo gendtipo para a j-ésima caracteristica entre
o par de gendtiposiei’.

Para delimitagdo dos grupos, utilizou-se a técnica de otimizagcdo de
Tocher, citado por Rao (1952), e como método hierarquico o UPGMA (Método
da Ligacao Média Entre Grupos) (SNEATH & SOKAL, 1973). O ponto de corte
para obtencdo dos grupos no dendrograma foi feito conforme metodologia
citada por Cruz et al.(2011), utilizando-se o critério de determinagdo do numero
de grupos proposto por Mojema (1977), baseado no tamanho relativo dos
niveis de fusdes (distancias), usando K=1,25. Ainda foi feito a dispersao grafica
dos gendtipos em estudo, utilizando para tal o método dos componentes
principais, com dimensdo grafica de acordo com a explicagdo dos primeiros
componentes. Pois, segundo Arriel et al. (2006), a interpretagdo por mais de
um método reduz inferéncias erréneas. Para definir a importancia relativa das
caracteristicas na divergéncia genética foi utilizada a metodologia de Singh
(1981), que indica a importéncia relativa de acordo com a contribuicdo na

explicacao da variagao total contida no material em estudo.
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Foi realizada analise discriminante com base na técnica dos
componentes principais, uma vez que essa técnica ndo necessita das
estimativas da matriz de disperséo residual. Os 93 gendtipos aqui estudados
sao considerados cada um como um tratamento, a analise estatistica foi
realizada, considerando-se o seguinte modelo (CRUZ et al. 2011):

Yijk= uk + Pik +1ij k

Em que:

Yix: valor para uma variavel k, do j-ésimo individuo dentro do i-ésima
populagdo, ou grupo;

M«: média geral da I-ésima variavel

Pi: efeito da i-ésima populagdo, considerando a variavel k; e

lii: efeito do j-ésimo individuo dentro do i-ésimo populagéo, considerando
a variavel k.

A andlise estatistica foi realizada pelo programa computacional Genes.
(Cruz, 2013). Os dendrogramas e graficos foram confeccionados com o auxilio

do software Statistic.

3.4 Caracterizagao Genética Utilizando Marcadores Moleculares ISSR
(Inter Single Sequence Repeats)

Para caracterizagdo genética com base em dados moleculares foram
coletadas trés folhas em estadio intermediario de maturagdo conforme
metodologia descrita por Faleiro et al. (2003), nos 93 gendtipos em estudo. As
folhas foram coletadas no dia em que se procedeu a extracdo, essas eram
acondicionadas em tubo Falcon® com capacidade volumétrica de 100 ml e
encaminhadas ao Laboratorio de Genética e Melhoramento Vegetal da UFG-

Regional Jatai, onde as analises moleculares foram realizadas.

3.3.1 Extracao de DNA Gendémico

A extracdo do DNA genbmico foi realizada utilizando a metodologia
proposta por Faleiro et al. (2003) e adaptada por Carvalho et al., (2012). Apds a
extracdo, o DNA total de cada uma das plantas foi quantificado por

espectrofotometria Nanodrop®, para analise de pureza, concentragdo e
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diluicdo com base nas leituras de absorbancia de 260 nm a 280 nm. A relagéo
Azso/Azso indica qualidade satisfatoria quando varia entre 1,4 a 2,2, sendo
considerada ideal quando a variagao vai de 1,6 a 2,0.

Para analise da integridade do DNA, o material foi submetido a
eletroforese em gel de agarose 0,8 %. Foram utilizados 5 pL de DNA diluido e 3
ML da mistura de azul de bromofenol. A integridade do DNA é fundamental para
a nitidez e reprodutibilidade dos produtos de amplificagdo da PCR.

Em seguida a solugao estoque do DNA de cada gendtipo foi diluida para

a concentragao final de trabalho de aproximadamente 50 ng pL™".

3.3.2 Reagboes de Amplificagao do DNA de Campomanesia spp

As reagdes de PCR, as amplificagdes e fotodocumentacdo dos géis,
foram realizadas no Laboratorio de Genética e Melhoramento Vegetal da UFG-
Regional Jatai.

As reagbes foram preparadas em microtubos eppendorf com capacidade
volumétrica para 200 pL. Utilizou-se um volume final de 13 uL para as reagdes
de amplificagcdo dos primers ISSR’s, contendo: 6,5 uL de 2x PCR MasterMix
(Taqg Polimerase, Tampéao de PCR e dNTPs) da marca abm® que corresponde
a 1X da solugéo, 1,0 uL de MgCl; (a 3Mm), 1,0 uL de BSA (a 0,25 ng/uL), 1,3
WL de primer (a 0,4 uM), 2,2 de agua ultrapura Mili-Q®, e 1,0 uL de DNA (a 50
ng).

As amplificagdes foram realizadas em termociclador Veriti 96 Well
Thermal Cycler (Applied Biosystems), nas seguintes condigbes: 94° C por 4
minutos (1 ciclo), 94°C por 1 minuto 42-50°C por 45 segundos (dependendo do
primer), 72°C por 1 minuto (40 ciclos) e extensao final a 72° C por 7 minutos.
Os produtos da PCR foram corados com 3 uL da mistura de azul de bromofenol
e levados para separagao em eletroforética por 3 horas, em gel de agarose a
2,5% corado com brometo de etidio e submerso em tampao TBE 1X (Tris-
Borato 90 mM, EDTA 1 Mm), a 80 volts. Decorrido o tempo de corrida de
eletroforese o gel foi retrado da cuba e levado para aparelho de
fotodocumentagao. Os géis foram fotografados sobre fonte de luz ultravioleta

revelando os fragmentos de DNA.
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3.3.3 Selecao de primers para a obtengao dos marcadores ISSR

Inicialmente, foi realizado um screen, utilizando-se 3 gendtipos dentro
dos 93 estudados, para testar 17 primers, que foram constatados na literatura
como eficientes para acessar a variabilidade genética de espécies da familia
Myrtaceae (BALASARAVANAN et al. 2005; BALASARAVANAN et al. 2006;
BRANDAO, 2008; OKUN et al. 2008; CARVALHO et al. 2012; GRATTAPAGLIA
et al. 2012; SHANMUGAPRIYA et al. 2014), os primers aqui utilizados sao da
marca Sigma e possuem temperatura de anelamento de 42°C a 50°C, como
demonstrado na Tabela 2. Destes foram selecionados 13 de maior

porcentagem de polimorfismo.

Tabela 2. Relacao e descricdo dos 17 primers ISSR testados para as analises
moleculares de 93 gendtipos de Campomanesia spp

% GC Temperatura de Anelamento

Primer
(AG)8YC 50 44
(AG)8YT 44 42
(CA)Y7TYC 50 44
(CA)7YG 50 45
(CTCT)4RC 53 43
(GA)BYC 50 43
(GGAGA)3 60 44
(GT)8R 50 44
(TC)8G 53 44
GAC(CAA)5 40 42
TA(CAG)4 57 44
(AC)9T 47 50
(CA)BG 53 47
(CA)8T 47 46
(CT)8GC 56 46
(GTG)4RC 68 48
HVH(TG)7 49 47

3.3.4 Porcentagem de polimorfismo
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A porcentagem de polimorfismo foi primeiramente avaliada para cada
marcador ISSR, por meio da estimativa da porcentagem de polimorfismo
presente nos locos, considerando-se os 93 gendtipos e posteriormente para
cada grupo simultaneamente FF13, P14 e Nao Florescimento, foi utilizada a

seguinte expressao:

p=" °de locos polimorficos
n°total delocos

3.3.5 Analise estatistica com base nos dados moleculares

Os marcadores ISSR gerados foram analisados de acordo com a
presencga (1) ou auséncia (0) de bandas. As bandas que migraram a mesma
distancia no gel foram consideradas como pertencentes ao mesmo loco. A

matriz binaria estabelecida foi utilizada na obtencao das estimativas de

similaridades genéticas ( S ) entre os pares dos gendtipos, com base no

coeficiente de Jaccard (REIF et al., 2005).

a
Sj=
/ a+b+c

Em que:

a: numero de coincidéncias do tipo 1-1 para cada par de avaliado;
b: numero de discordancias do tipo 1-0 para cada par de avaliado;
c: numero de discordancias do tipo 0-1 para cada par de avaliado.

As estimativas de similaridades foram convertidas em dissimilaridades (

dj ) por meio do complemento aritmético, utilizando a seguinte expressao:

g=1-5 A visualizac&do das dissimilaridades genéticas entre os gendtipos

foi organizada por trés métodos: técnica de otimizagcao de Tocher, citado por
Rao (1952), dendrograma gerado pelo método UPGMA (Unweighted pair-group
method averages) (SNEATH & SOKAL, 1973), sendo o ponto de corte para
obtengdo dos grupos no dendrograma estabelecido conforme metodologia
citada por Cruz et al.(2011), utilizando-se o critério de determinacado do numero

de grupos proposto por Mojema (1977), baseado no tamanho relativo dos
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niveis de fusdes (distancias), usando K=1,25. Ainda foi feita a dispers&o grafica
utilizado o método das coordenadas principais.

A andlise estatistica foi realizada pelo programa computacional Genes.
(Cruz, 2013). Os dendrogramas e graficos foram confeccionados com o auxilio

do software Statistic.

3.3.6 Analise Molecular de Variancia

A grau de variagédo da extensao genética foi avaliado a partir da AMOVA
(Analise Molecular de Variancia), obtida pelo método mais comumente utilizado
para dados de marcadores “dominantes”, proposta por Excoffier et al., (1992).

A analise foi realizada pelo software computacional Genes (Cruz, 2013).
A expressao matematica que descreve a AMOVA é um modelo hierarquico que
considera os niveis de grupos e gendétipos dentro de grupos conforme a
seguinte equacao (CRUZ et al. 2011):

Xijk= x+ak+bjk +cijk+e

Em que:

X: € a média geral;

a: € o efeito de regides;

b: de populacdes; e

c¢: de haplétipos dentro de populagao, dentro de regides.

Estes efeitos sdo aditivos, aleatérios e independentes, associados aos
componentes de variancia, 0%, 0%, 0%, respectivamente, e a variancia total (0%)
€ obtida pela soma destes.

O método parte de uma matriz com os quadrados das distancias entre
todos os pares hapldtipos, neste caso, a combinagcdo de marcadores
moleculares presentes em alguma area definida do genoma. Assim, o haplétipo
de um individuo é representado por um vetor p, com valores 0 se a banda
homaloga tiver ausente e 1 se esta estiver presente (EXCOFFIER et al.1992).
No presente trabalho foram avaliados 93 gendtipos, oriundos de 17

procedéncias, o coeficiente de dissimilaridade utilizado foi o de Jaccard.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estimativa da divergéncia genética com Base nos Descritores
Morfolégicos

4.1.1 Descritores Morfolégicos

O total de genodtipos que compdem a colecdo de germoplasma de
Campomanesia spp, perfazem cerca de 2240 gendtipos provenientes de 17
procedéncias, com 140 matrizes, onde pode-se constatar que durante o inicio
do més de outubro na ocasido da primeira avalicdo (R+), 31% da colegéao
apresentava estruturas reprodutivas (botdes florais, flores ou frutos).

Na terceira avaliagéo (final de setembro inicio de outubro) (R3), o total de
genotipos que apresentavam estrutura reprodutiva compreendiam cerca de
35,1% do total, com isso pode-se inferir que esses individuos se sobressaem
em relagdo ao primeiro florescimento e frutificagdo em relagdo aos demais
genotipos. A gabirobeira por ser uma planta nativa e ainda ndo domesticada, a
mesma nao apresenta regularidade na frutificagdo resultando em um elevado
coeficiente de variagdo. Dados de tempo de floragao e frutificagdo podem ser
indicadores para selegcdo de matrizes e obtencdo de maiores produtividades
(AJALLA, 2012).

Durante o periodo de conducido do estudo, que compreenderam trés
avaliagbes morfolégicas, foram utilizados 17 descritores para estimar a
divergéncia genética. Os descritores morfolégicos utilizados apresentam
elevada variagdo para os 93 gendtipos de Campomanesia spp estudados. A
uniformidade entre os gendtipos em estudo, medido pelo coeficiente de
variagao, apresenta valores de 24,63 a 59,00 para os caracteres de variagao
continua e, para os de variagao discreta (numero de ramificagdo) mostrou-se
superior a 90%, o que, de forma geral, indica variabilidade entre o material em
estudo (Tabela 3).
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Os descritores morfoldgicos que apresentaram variagdo acentuada entre
0s genodtipos sao também importantes caracteristicas agronémicas. Nestes
casos, a existéncia de variagao indica a possibilidade da utilizagdo da colegao
de germoplasma para obtencdo de ganhos no melhoramento da gabirobeira.

As variaveis numero de ramificagdo e largura da copa, apresentaram
elevada variagao, indicando a existéncia de variabilidade entre os gendtipos
estudados. Essas variaveis sao importantes caracteres agrondmicos pois

determinam o espagcamento entre plantas em cultivos comerciais.

Tabela 3. Estimativa da média, minimo, maximo, coeficiente de variagao,
variancia e desvio padrao gerado pelos 17 descritores morfolégicos
para 93 gendtipos de Campomanesia spp

Variavel Média Minimo Maximo CV % Variancia Desvio
Padrao
AP R;(cm) 77,41 15 153 31,52 595,15 24,39
AP V;(cm) 80,72 27 146 30,95 624,09 24,98
AP Rs(cm) 75.98 20 133 33,46 646,45 254
LC Ri(cm) 72,16 8,15 170 45,92 1098,25 33,13
LC V2 (cm) 78,16 14 180 44.47 1208,49 34,76
LC Rs(cm) 73,04 12 198 45,39 1099,52 33,16
DCP R;(mm) 15,11 25 42,26 47,78 52,16 7,22
DCP V,(mm) 15,57 0,66 52,44 55,98 75,98 8,71
DCP R3(mm) 15,76 1,65 64,59 59,08 86,74 9,31
CF Ry (mm) 77.07 18,42 113,43 24,63 360,39 18,98
CF Vz(mm) 78,77 17,56 120,15 25,61 407,05 20,17
CF R3(mm) 74,68 24,81 147,06 28,69 459,04 21,42
LF Ry (mm) 32,56 12,61 119,11 38,33 155,77 12,48
LF V,(mm) 28,34 12,67 59,61 36,85 109,05 10,44
LF Rs (mm) 30,43 8,74 124,06 43,91 178,63 13,36
NR V2 (n) 3,27 1 14 90,83 6,98 2,64
NR R;3(n) 3,51 1 20 92,88 10,66 3,26

Onde: AP - Altura da planta LC-Largura da copa; DCP-Diadmetro do caule principal; CF-comprimento da
folha; LF-Largura da folha; NR-Numero de ramificagdes; R1— Estagio reprodutivo na primeira avaliagéo; V-
— Estagio vegetativo na segunda avaliagéo; Rs - Estagio reprodutivo na terceira avaliag&o.

Em relagdo aos descritores avaliados muitos encontram-se em

consonancia com a literatura. Mendonga (2015), encontrou valores de altura de
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plantas de gabirobeira em ambientes naturais de ocorréncia variando de 80 m
a 200 cm.

4.1.2 Dissimilaridade Genética Baseada em Descritores Morfolégicos

Para andlise da dissimilaridade baseada nos 17 descritores
morfoldgicos, obtida a partir da distancia Euclidiana média entre os 93
genotipos avaliados, verificou-se que o NF-09 e F13-34, foram os mais
divergentes com valor de distancia Euclidiana média de 0,67, e os mesmos
foram inseridos em grupos diferentes na andlise de agrupamento (tabela 4)
sendo o gendtipo NF-09 caracterizado como nao florido, proveniente do
municipio de Goianira-Go. Ja o genotipo F13-34 da procedéncia de Mineiros-
Go é caracterizado como tendo o primeiro florescimento no ano de 2013, a
distancia geografica entre esses municipios e de 443 km. A menor distancia
encontrada obteve o valor de 0,063, entre os gendtipos F13-44 e F13-83, foram
inseridos num mesmo grupo na analise de agrupamento (tabela 4). O gendtipo
F13-44 (floresceu em 2013) e é originado de Serranopolis-Go e o F13-83
(floresceu em 2013), oriundo de Alexania-Go, a distancia geografica entre
esses municipios e de 497 km.

Assis et al. (2013), estudando 140 matrizes de Campomanesia spp
oriundas de 17 procedéncias verificou que, a dissimilaridade encontrada
baseada em descritores morfolégicos e moleculares, foram concordantes em
apontar que a distancia genética entre os individuos sdo independentes da
regido, pois a dispersdo destas plantas s&o feitas em sua maioria pela
avifauna, que consegue percorrer longas distancias. O estudo ainda mostra
que existe muita variabilidade dentro das procedéncias, o que facilita a coleta
de material para estudo e conservagao da espeécie.

A analise de agrupamento pelo método de Otimizagao de Tocher (Tabela
4) com base na matriz de dissimilaridade entre os 93 gendtipos estudados,
levou a formagéao de 4 grupos sendo que o primeiro grupo contempla cerca de
96,7% de todos os genodtipos avaliados, devido a isso foi realizado o
reagrupamento do grupo 1 em subgrupos, conforme sugerido por Negreiros et
al. (2007), indicando ser este procedimento interessante pois mostra que existe

ainda alta variabilidade dentro do grupo. Isto se justifica pelo principio da
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técnica, pois o valor que estabelece se o individuo pertence ou ndo a um
determinado grupo € obtido pela maior distancia entre as menores distancias
de todas de cada gendtipo em relagdo a todos avaliados. Assim, se um
gendtipo € muito diferente dos demais, a sua menor distancia em relagcédo a
todos € um valor de magnitude elevada, o que leva a inclusdo de muitos
genotipos em um grupo inicial e, implica em redugdo no numero total de
grupos. Na presente analise o gendtipo F13-34 foi o que apresentou a maior
distancia entre os minimos (2,04) assim, a reanalise do grupo 1, deixa este
material fora e forma novos grupos com menor possibilidade de genétipo muito
discrepante afetar o agrupamento.

Tabela 4. Agrupamento de 93 gendtipos de Campomanesia spp pelo método
de Tocher, tendo como base 17 descritores morfolégicos

Grupo Ndmero de Genétipos
Genétipos
1.1 60 F13-44 F13-83 F13-76 F13-24 NF-58 F13-20 NF-13 F14-31

F13-82 F13-75 F14-15 F14-47 F14-48 NF-50 NF-01 NF=43 F13-
84 F13-45 F13-27 NF-04 NF-54 F13-77 F13-72 F13-89 F13-71
F13-55 F13-14 F13-62 F13-21 F13-26 F13-91 F13-85 NF-12 F13-
40 F13-08 F14-74 F13-53 F13-19 F13-35 NF-10 F13-81 F13-67
F13-49 F14-42 F13-87 F14-37 F13-73 F13-51 F13-29 F13-56
F14-39 F14-65 F14-38 F13-92 NF-02 F13-61 F13-93 NF-46 F13-
70 NF-03 F14-60 F13-28 NF-07

1.2 7 F13-59 F13-86 F14-17 F13-06 F13-63 F13-88 NF-09
1.3 7 F13-64 F14-90 NF-11 F13-18 F13-69 F13-05 F14-32
1.4 3 NF-41 F13-66 F13-78
15 2 F13-30 F13-79
1.6 2 F13-23 F14-25
1.7 1 F13-16
1.8 1 F13-36
1.9 1 F13-68
1.10 1 F13-80
1.11 1 F14-52
1.12 1 F14-22
2 1 F13-33
3 1 F13-57
4 1 F13-34

Onde: F13: Florescimento no ano de 2013; F14: Florescimento no ano de 2014; NF: Nao florescimento
durante o periodo de avaliacéo.
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Com base no reagrupamento pelo Método de Otimizagdo de Tocher,
houve a formagado de 12 subgrupos para o grupo 1 do agrupamento original,
evidenciando a grau de variabilidade que ainda existia dentro do grupo. Pode-
se verificar que os individuos NF, ficaram condensados até o subgrupo 1.4, os
genotipos F13-33, F13-57 e F13-34 se mostraram isolados, quando feito o
agrupamento inicial, podendo ser promissores para futuros trabalhos, uma vez
que sao precoces em relacdo aos demais e apresentam caracteristicas
morfoldgicas interessantes, como altura da planta variando de 68 cm a 153 cm,
e largura da copa variando de 50 cm a 198 cm.

De acordo com Wagner Junior (2011) o uso de medidas da divergéncia
genética, obtidas antes de que qualquer cruzamento seja realizado, podera
auxiliar o melhorista a concentrar seus esforgos nas combinagdes mais
promissoras, aumentando a eficiéncia dos programas de melhoramento. No
caso da gabirobeira que é caracterizada como uma espécie incipientemente
domesticada o uso de caracteres morfolégicos da planta como parametros de
qualidade para a produgdo se desponta como alternativa ao inicio da
implementagdo de um programa de melhoramento para a espécie.

O agrupamento dos dados pelo método UPGMA (Figura 1), utilizando-se
a matriz de dissimilaridade com base na distancia Euclidiana média para 93
genodtipos baseado em 17 descritores morfologicos, gerou a formagao de 12
grupos, a correlagdo cofenética foi de 0,74 e o critério de corte utilizado para
determinagdo do numero de grupos foi o proposto por Mojema (1977), baseado
no tamanho relativo dos niveis de fusdes

Em concordancia ao método de Otimizacdo de Tocher o Método
hierarquico UPGMA, agrupou os genotipos NF, nos primeiros niveis do
dendrograma, com excegao do genotipo NF-41. Cabe salientar que novamente
os genotipos, F13-57, F13-33 e F13-34 foram alocados em grupos isolados

demonstrando, a divergéncia desse material em relagao aos demais.
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Figura 1. Dendrograma gerado pelo método UPGMA a partir das
dissimilaridades expressas pela distancia Euclidiana média entre
os 93 gendtipos de Campomanesia spp, a partir de 17 descritores
morfologicos.

4.1.3 Analise de Componentes Principais

Pela analise de componentes principais (Tabela 5), pode-se constatar
que os trés primeiros componentes principais explicam cerca de 65,12% da

variabilidade morfolégica, contida nos 93 gendtipos de Campomanesia spp
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avaliados. A técnica de componentes principais visa diluir a variagao total
gerada por todos os descritores morfolégicos, em outro conjunto de dimensao
equivalente, mas com propriedades importantes, que s&o de grande interesse
em certos estudos de melhoramento. Os componentes principais sdo uma
combinagdo linear de todos os descritores com cada componente
apresentando ortogonalidade, desfazendo o efeito de interdependéncia entre
variaveis (CRUZ et al. 2011).

Tabela 5. Analise de componentes principais (autovalores, variancia e variancia
acumulada), geradas a partir de 17 descritores morfologicos de 93
genotipos de Campomanesia spp

Componente Principal Autovalores Variancia (%) Variancia Acumulada (%)
1 6,565 38,61 38,61
2 2,332 13,72 52,34
3 2,175 12,79 65,12
4 1,241 7,30 72,44
5 1,033 6,07 78,52
6 0,750 4,41 82,93
7 0,584 3,43 86,37
8 0,571 3,36 89,73
9 0,375 2,20 91,94
10 0,290 1,70 93,65
11 0,253 1,48 95,14
12 0,190 1,11 96,26
13 0,165 0,97 97,23
14 0,164 0,96 98,20
15 0,125 0,73 98,93
16 0,108 0,63 99,57
17 0,722 0,42 100,0

Segundo Cruz & Carneiro (2003), os trés primeiros componentes
principais devem perfazer um total de explicagao de 70 a 80% da variagao total
do material avaliado. Quando aplicado a técnica de componentes principais
grande parte da variagdo ficou diluida até o 7° componente principal
apresentando 86,37% da variancia total, isso pode ser explicado pelo fato das

primeiras combinagdes lineares ndo serem capazes de capitalizar a variagao
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existente no material em estudo. A plotagem dos escores gerados pelos 3
primeiros componentes principais foi realizada de modo a mostrar a

variabilidade existente (Figura 2).
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Figura 2. Dispersao grafica de escores dos 93 gendtipos de Campomanesia
spp. em relagdo aos trés primeiros componentes principais, tendo
como base 17 descritores morfologicos.

Com base na contribuicédo relativa dos 17 descritores avaliados (Tabela
6), utilizando-se o critério proposto por Singh (1981), verificou-se que para os
gendtipos estudados grande parte dos descritores contribuiram de maneira
semelhante para a discriminagado da variancia. As variaveis LF Ri —largura da
folha no estagio reprodutivo na primeira avaliagcdo; LF R; — largura da folha no
estagio reprodutivo na terceira avaliagdo, foram as que contribuiram em
menores proporgdes com 2,35% e 2,30%, respectivamente. Segundo Cruz &
Regazzi (2001) a importancia relativa dos caracteres auxilia no descarte de
variaveis, possibilitando uma melhor escolha de variaveis a serem
consideradas numa avaliagdo de divergéncia genética entre populagbes ou
gendtipos. Portanto, conhecendo-se o grau de importancia das variaveis, pode-
se caracterizar uma colegdo com uma boa precisdo (aproximadamente 90%),

porém com um menor numero de descritores, diminuindo mé&o-de-obra, tempo
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e custos. Sendo assim os descritores além de inferirem sobre o grau de
dissimilaridade envolvido em um conjunto de gendtipos pode auxiliar na
selecao indireta de gendtipos mais adaptados, produtivos e precoces.

Chahidi et al. (2008), relata que a selecado dos caracteres adequados é
uma etapa crucial para que se tenha um eficiente conhecimento sobre a
discriminagdo entre grupos de gendtipos, os autores demonstraram ser
ineficiente o uso de caracteres relacionados com a planta e a folha, no estudo
de divergéncia genética da tangerina (Citrus reticulata), sendo os caracteres de

fruto mais informativos e Uteis nesse caso

Tabela 6. Contribuicao relativa dos caracteres para diversidade (S.j), pelo
método de SINGH (1981), para dados padronizados

Variavel S.j Valor em %
AP R; 433,16 8,67
LF V, 423,47 8,48
APV, 377,07 7,55
LC V, 75,23 7,51
LC Ry 358,71 7,18
NR V, 353,44 7,08
CF R, 341,59 6,84
CF V; 330,91 6,62

DCP R; 282,31 5,65
LCRs 271,92 5,45
AP R, 267,39 5,35
CFR; 262,79 5,26
NR Rs 252,78 5,07

DCP V, 212,49 4,85

DCP R; 187,34 3,75
LF Ry 117,50 2,35
LF R, 114,92 2,30

Onde: AP - Altura da planta LC-Largura da copa; DCP-Didmetro do caule principal; CF-comprimento da
folha; LF-Largura da folha; NR-Numero de ramificages; R1— Estagio reprodutivo na primeira avaliagéo; V.
— Estagio vegetativo na segunda avaliagédo; Rs - Estagio reprodutivo na terceira avaliacéo.

Essa metodologia pode evidenciar as variaveis que mais contribuiram
para o estudo da diversidade em Campomanesia spp, que foram
respectivamente, AP R;variando de 20 cm a 133 cm e LF V; 12,67 mm a 59,61,
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com 8,67 e 8,48%. Santana et al.,, (2013), em estudo caracterizando
morfologicamente folhas de gendtipos de Campomanesia spp, verificou que a
largura foliar teve variagao de 15 mm a 51,36 mm.

Elias et al. (2007) relata que descritores morfoldgicos em conjunto com
técnicas multivariadas sdo importantes para se estimar a divergéncia genética
de um conjunto de gendtipos disponiveis e verificar os caracteres que mais
contribuem para a variabilidade genética nessas populagdes, e com isso
trabalhar conjuntamente de modo a encontrar descritores que sejam mais
compativeis e relatem de forma mais especifica caracteristicas agronébmicas de
interesse, como altura da planta, largura de copa e dados de produtividade.

A arquitetura da planta deve ser levada em consideracéo principalmente
como estratégia para o tipo de cultivo a ser desenvolvido para a espécie. A
gabirobeira por apresentar presenga marcante em areas de Cerrado sao
extremamente importantes para o reflorestamento e recuperagao de areas
degradadas.

Oliveira et al., (2011), trabalhando com caracteristicas agronémicas e
atividade da enzima redutase do nitrato verificou que as plantas de
Campomanesia sp. apresentaram maior eficiéncia em assimilar nitrato em
condi¢cbes de seca, ou seja devido a variavel LF V2, se tratar da dimensao
foliar no periodo vegetativo caracterizado como déficit hidrico nessa regiao, a
capacidade fotossintética da planta deve corresponder a sua necessidade de
producdo de carboidrato, bem como a quebra desses para formagao de
aminoacidos, esse pode ser um fato de essa variavel ter sido uma das mais
importantes para a discriminacdo dos gendétipos, ou seja algumas plantas
dentro do material estudado, se sobressaem por apresentarem uma area foliar
maior, acarretando assim em um aumento da taxa fotossintética em periodos

de seca, para suprir sua demanda energética.

4.2 Analises Morfolégicas — Genétipos F13

4.2.1 Analise Descritiva dos Descritores Morfolégicos — F13

Foram caracterizados 60 gendtipos como tendo o primeiro florescimento

no ano de 2013 (F13), esses contemplam 17 municipios (procedéncias) sendo
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0 numero de gendtipos e as procedéncias respectivamente: 2 Abadiania (Ab), 6
Alexania (Al), 2 Anapolis (An), 6 Cagu (Cg), 4 Caiapbnia (Ca), 2 Caldas Novas
(CN), 3 Catalao (Ct), 3 Goianira (Go), 4 Jatai (Ja), 1 Mineiros (Mi), 4 Ouvidor
(Ou), 6 Pirenodpolis (Pi), 2 Quirindpolis (Qu), 6 Rio Verde (RV), 1 Santa Rita do
Araguaia (SR), 6 Serrandpolis (Se) e 2 Trés Ranchos (TR). Esses materiais por
terem florescido no ano de 2013 sdo caracterizados como sendo o material
mais precoce dentro da cole¢do, dentro desse grupo 51 genodtipos sao de
Campomanesia adamantium e 9 de Campomanesia pubences.

Para os 60 gendtipos F13 de Campomanesia spp avaliados, a analise
descritiva (Tabela 7) mostra que o maior coeficiente de variagdo (CV%),
encontrado foi para a variavel numero de ramificagdes no estagio reprodutivo
na terceira avaliacao (NR-R3).

Tabela 7. Estimativa da média, minimo, maximo, coeficiente de variagao,

variancia e desvio padrao gerado pelos 17 descritores morfoldgicos
para os 60 gendtipos F13 de Campomanesia spp.

Variavel Média Minimo Maximo CV % Variancia Desvio

Padrao
AP R, 78,04 15 153,00 29,86 534,20 23,31
AP V, 81,41 30 146,00 30,44 614,34 24,78
AP Rs 76,17 20 133,00 33,81 663,53 25,76
LC R, 70,43 8,15 151,00 44,76 994,33 31,53
LC V, 77,03 14 170,00 45,20 1212,37 34,81
LCRs 72,28 17 198,00 47,16 1162,30 34,09
DCP R, 15,49 2,5 42,26 50,62 61,51 7,84
DCP V; 15,11 0,66 52,44 57,75 76,25 8,73
DCP R 15,38 1,65 64,59 63,94 96,72 9,83
CF Ry 79,83 5,19 113,43 22,37 319,21 17,86
CF V; 79,43 17,56 120,15 25,90 423,33 20,57
CF Rs 76,62 24,81 147,06 28,67 482,87 27,97
LF R, 34,16 16,75 119,11 40,63 192,72 13,88
LF V, 28,18 12,67 59,61 36,19 104,10 10,20
LF Rs 30,74 8,74 124,06 48,19 219,54 14,82
NR V, 3,62 1 14,00 76,71 7,69 2,77

NR R 3,98 1 20,00 91,22 13,20 3,63
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Onde: AP - Altura da planta LC-Largura da copa; DCP-Diadmetro do caule principal; CF-comprimento da
folha; LF-Largura da folha; NR-Numero de ramificagdes; R — Estagio reprodutivo na primeira avaliagéo; V-
— Estagio vegetativo na segunda avaliagéo; Rs - Estagio reprodutivo na terceira avaliagéo.

Com isso verifica-se que os individuos F13 apresentam um maior
numero de ramificagdes variando de 1 a 20 e a largura da copa na terceira
avaliagdo variou de 17 cm a 198 cm, mesmo dentro do grupo consegue-se
observar uma elevada variacdo de gendtipo pra genodtipo, isso se da
basicamente, pela performance genética de cada um deles em relacdo aos
demais.

As plantas de gabirobeiras sao caracterizadas como arbustos altamente
ramificados, com essas ramificacdes eclodindo-se diretamente do solo, ou
ramificacdes a partir de um caule principal, o numero de ramificagdes aumenta
o0 espectro em relagdo ao tamanho de copa (LORENZI, 2006). O ideal em
sistemas de cultivo sdo plantas que apresentem um caule principal e a partir
deles as ramificagdes, gerando um material com uma arquitetura de copa mais
uniforme. Dentro dos gendtipos estudados o F13-34, apresentou 1 ramificacao
principal e a partir dessa, ramificagbes secundarias e, também, apresentou o
maior valor de largura de copa. Podendo assim ser um material promissor em
futuros cruzamentos, visando a producédo de uma cultivar.

O estagio reprodutivo de plantas de gabirobeira coincide com inicio da
época chuvosa nas regides do Cerrado, esse tipo de situagdo faz com que a
planta sinta uma necessidade fisiolégica, aumentando assim a demanda de
fotoassimilados tanto para suprir a demanda da parte aérea quanto das raizes,
principalmente para enchimento de frutos, o contrario também é verdadeiro,
sob condicbes de deficiéncia hidrica, o sistema radicular tende a se
desenvolver até que sua necessidade em fotoassimilados seja igual a
quantidade que é produzida na parte aérea, se adequando as condigdes de
disponibilidade de agua e nutrientes atuais (Taiz & Zeiger, 2004).

Com isso verifica-se que as plantas F13 tanto conseguem suprir essa
demanda durante o periodo de stress hidrico, quanto conseguem aumentar o
numero de ramificagcbes no periodo de chuvas bem como o de folhas,
consequentemente, aumentando a largura da copa, isso € uma estratégia que
propicia um aumento da taxa de assimilagdo, para conversao em carboidratos.

Portanto encontrar um material que apresente uma arquitetura de planta ideal,
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podera estar identificando um material que seja mais eficiente tanto em

condigdes de seca, quanto em condigbes com boa disponibilidade de agua.

4.2.2 Dissimilaridade Genética Baseada em Descritores Morfolégicos —
F13

Para analise da dissimilaridade baseada nos 17 descritores
morfolégicos, obtida a partir da distédncia Euclidiana média entre os 60
genaotipos que tiveram o primeiro florescimento no ano de 2013, verificou-se
que os gendtipos F13-34 e F13-63 foram os mais dissimilares, com valor de
distancia Euclidiana média de 0,651. Esses genoétipos correspondem as
procedéncias de Mineiros-Go e Rio Verde-Go, respectivamente. A menor
distancia encontrada obteve valor de 0,063 entre os gendétipos F13-44 e F13-
83, das procedéncias de Serrandpolis e Alexania, respectivamente.

Visando avaliar se existia individuos mais similares, procedeu-se a
analise de agrupamento pelo método de Otimizagao de Tocher (Tabela 8), com
base na medida de dissimilaridade gerada pela distéancia Euclidiana média para
os 60 gendtipos caracterizados como os mais precoces dentro da colegéo. Por
esse método de agrupamento houve a formacédo de 4 grupos sendo que o
primeiro grupo contemplou cerca de 95% de todos os gendtipos, destacando-
se mais uma vez os gendtipos F13-33, F13-34 e F13-57. Pode-se verificar
quando realizado o agrupamento pelo método de Otimizagao de Tocher para os
gendtipos F13, que os mesmos gendtipos mais discrepantes da analise anterior
foram os mesmos quando realizado essa analise somente com os genotipos
F13, demonstrando que eles sdo muito dissimilares quando comparados com
os demais.

De modo a verificar se existia variabilidade dentro do grupo 1 procedeu-
se a analise de reagrupamento, apenas para os 57 gendtipos presentes no
grupo 1 em subgrupos, essa reanalise, propiciou gerar 11 subgrupos dentro do
grupo 1, demonstrando a variabilidade existente dentro desse grupo, esse tipo
de analise em reagrupamentos e aconselhavel, devido as caracteristicas gerais
da analise de agrupamento gerada pelo método de Tocher, sendo assim uma
técnica eficiente para discriminar a variabilidade dos gendtipos F13 aqui

estudados.



60

Tabela 8. Agrupamento pelo método de otimizacdo de Tocher para 60
genotipos com florescimento no ano de 2013 (F13), de
Campomanesia spp, tendo como base 17 descritores morfologicos

Grupo Numero de Genétipos
Genétipos
1.1 38 F13-44 F13-83 F13-76 F13-24 F13-20 F13-82 F13-75 F13-77

F13-62 F13-21 F13-84 F13-26 F13-55 F13-40 F13-89 F13-92

F13-91 F13-71 F13-49 F13-85 F13-08 F13-87 F13-67 F13-93

F13-73 F13-35 F13-563 F13-51 F13-72 F13-56 F13-29 F13-45
F13-61 F13-27

F13-14 F13-81 F13-70 F13-19

1.2 6 F13-59 F13-86 F13-06 F13-63 F13-88 F13-28
1.3 2 F13-18 F13-64
1.4 2 F13-05 F13-69
1.5 2 F13-66 F13-80
1.6 2 F13-30 F13-79
1.7 1 F13-36

1.8 1 F13-78

1.9 1 F13-23
1.10 1 F13-68
1.11 1 F13-16

2 1 F13-57

3 1 F13-33

4 1 F13-34

O agrupamento dos dados pelo método UPGMA (Figura 3), utilizando-se
a matriz de dissimilaridade com base na distancia Euclidiana média para 60
genotipos que apresentaram primeiro florescimento em 2013, em 17
descritores morfoldgicos, indicou a formagdo de 12 grupos. A correlagado
cofenética foi de 0,81, o critério de corte utilizado para determinacdo do numero
de grupos foi o proposto por Mojema (1977), baseado no tamanho relativo dos

niveis de fusdes (distancias).
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Figura 3. Dendrograma gerado pelo método UPGMA a partir das
dissimilaridades expressas pela distancia Euclidiana média entre
os 60 gendtipos F13 de Campomanesia spp, a partir de 17
descritores morfologicos.
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O método hierarquico de agrupamento UPGMA, formou 12 grupos,
sendo que o primeiro grupo concentrou cerca de 63,3% dos gendtipos F13. Em
concordancia ao método de Otimizacao de Tocher, os gendtipos F13-57, F13-
33 e F13-34, ocuparam os niveis mais baixos do dendrograma, sendo alocados
em grupos isolados demonstrando, novamente, a divergéncia desse material
em relagdo aos demais gendtipos do grupo F13.

O comportamento desse material se torna interessante, pois mesmo na
analise conjunta eles foram os mais discrepantes em relacdo aos demais,
apresentaram maiores meédias para praticamente todos os caracteres
avaliados, exceto para o numero de ramificagcdes, o que nao deixa de ser
importante quando se deseja uma planta com arquitetura de fuste e copa mais
harmoénica, principalmente para empregar esse material em sistemas de cultivo
consorciado, pois facilita a questdo do manejo de pdés-plantio, ou seja, nas

podas , raleio, colheita.

4.2.3 Analise de Componentes Principais — F13

Pela analise de componentes principais (Tabela 9), pode-se constatar
que os trés primeiros componentes principais explicam cerca de 62,5% da
variabilidade morfolégica contida nos 60 gendtipos F13 de Campomanesia spp
avaliados.

Tabela 9. Analise de componentes principais (autovalores, variancia e variancia
acumulada), geradas a partir de 17 descritores morfolégicos para
60 gendtipos de Campomanesia spp com primeiro florescimento no

ano de 2013.

Componente Principal Autovalores Variancia (%) Variancia Acumulada (%)
1 5,744 33,79 33,79
2 2,902 17,07 50,86
3 1,979 11,64 62,50
4 1,423 8,37 70,88
5 1,140 6,70 77,58
6 0,863 5,07 82,66
7 0,610 3,59 86,26
8 0,525 3,08 89,34
9 0,439 2,58 91,93
10 0,344 2,02 93,96



11
12
13
14
15
16
17

0,274
0,200
0,156
0,125
0,111
0,101
0,056

1,61
1,18
0,92
0,73
0,65
0,59
0,33

63

95,57
96,76
97,68
98,41
99,07
99,66
100,00

Quando aplicado a técnica de componentes principais grande parte da

variagao ficou diluida até o 8° componente principal apresentando 89,34%. Na

analise total com os 60 gendtipos F13, o 8° os componentes principais explicou

cerca de 89,34% da variagao total, com isso pode-se perceber que a variagéo

morfolégica é mais evidente nos genodtipos F13, esses apresentam elevada

variabilidade morfoldgica, relacionada basicamente a fatores genéticos, isso da

ao pesquisador um amplo espectro pra escolha de materiais, com diferentes

conformacgdes morfologicas destinadas a plantios diferenciados. Para verificar o

padrdao de dispersdo dos escores gerados pelos 3 primeiros componentes

principais, procedeu-se confeccdo de um grafico tridimensional conforme

demonstrado na Figura 4. Demonstrando que os gendétipos F13-57 e F13-33,

se apresentaram mais isolados do restante dos gendtipos avaliados.
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Figura 4. Dispersao grafica de escores de 60 gendtipos F13 de
Campomanesia spp em relagao aos trés primeiros Componentes
Principais, tendo como base 17 descritores morfolégicos.

Com base na contribuicdo relativa dos 17 descritores avaliados (Tabela
10), utilizando-se o critério proposto por Singh (1981), verificou-se que os
descritores que mais contribuiram para a discriminacdo da variancia total
foram: CF R; - comprimento da folha no estagio reprodutivo na primeira
avaliagao e AP Rj;- altura da planta no estagio reprodutivo na terceira avaliagao
com 8,13% e 8,10 %, respectivamente. O descritor que menos contribuiu para
a discriminagéo dos 60 gendtipos de F13 foi a LF R4 — largura da folha no
estagio reprodutivo na primeira avaliagao, contribuindo com 2,87% e a LF R;—
largura da folha no estagio reprodutivo na terceira avaliagéo, contribuindo com

2,57% para a discriminagao da variancia total.

Tabela 10. Contribuicdo relativa dos caracteres para diversidade (S.j), pelo
método de Singh (1981), para os 60 gendtipos (F13) de
Campomanesia spp. para dados padronizados.

Variavel S.j Valor em %
CF Ry 184,59 8,13




65

AP R; 183,95 8,10
LCV, 176,35 7,77
LC Ry 172,94 7,60
LF V, 167,26 7,37
APV, 161,62 7,12
NR V, 161,25 7,10
CF V, 142,38 6,28
DCP Ry 137,76 6,07
NR R3 129,47 5,70
LCRs 125,59 5,53
CF R; 114,37 5,04
AP R, 100,97 4,45
DCP V, 100,68 4,43
DCP R; 86,43 3,80
LF R4 65,11 2,87
LF R; 58,44 2,57

Onde: AP - Altura da planta LC-Largura da copa; DCP-Diédmetro do caule principal; CF-comprimento da
folha; LF-Largura da folha; NR-Numero de ramificagdes; R — Estagio reprodutivo na primeira avaliagéo; V-
— Estagio vegetativo na segunda avalia¢éo; Rs - Estagio reprodutivo na terceira avaliagéo.

A variavel comum que mais contribuiu para a variagao total tanto para o
grupo com 93 gendtipos quanto no subgrupo de primeiro florescimento no ano
de 2013 (F13) foi a altura da planta no estagio reprodutivo durante a terceira
avaliacdo (AP Rs3), as que menos contribuiram para ambos os grupos foram a
largura da folha LF Ry — largura da folha no estagio reprodutivo na primeira
avaliacao; LF R;— largura da folha no estagio reprodutivo na terceira avaliagao,
demonstrando que essa variavel contribui pouco para discriminar os genotipos,

podendo ser descartada em outros trabalhos com essa espécie.

4.3 Analises Morfolégicas — Genétipos F14

4.3.1 Analise Descritiva dos Descritores Morfologicos — F14

Dentro do grupo de 93 gendtipos foram identificadas 17 que floresceram
em 2014 (F14), que nao floresceram no ano anterior (F13), esses gendtipos
sao representados por matrizes provenientes de 10 municipios (procedéncias)
sendo o numero de matrizes e os municipios respectivamente: 1 Abadiénia
(Ab), 2 Alexania (Al), 1 Cagu (Cg¢), 2 Caiapodnia (Ca), 1 Cataldo (Ct), 1 Goianira
(Go), 3 Jatai (Ja), 1 Mineiros (Mi), 4 Santa Rita do Araguaia (SR), 1
Serrandpolis (Se). Essas matrizes, por terem florescido no ano de 2014, sao

caracterizadas como o material intermediario em relagéo a precocidade dentro
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do presente estudo. Desse grupo 8 sao de Campomanesia adamantium e 9 de

Campomanesia pubences.

Para os 17 gendtipos F14 de Campomanesia spp avaliados, a analise

descritiva (Tabela 11) mostra que o maior coeficiente de variagao (CV%), foi

encontrado, dentro da variavel numero de ramificagées no estagio reprodutivo

na terceira avaliagdo (NR R3), as variaveis que apresentam valores absolutos

em sua distribuicdo tendem a apresentar um maior coeficiente de variagao, nas

analises de dispersado de dados, que nesse caso demonstra o grau de variagao

dentro dos gendtipos, sendo assim a variabilidade genética entre eles.

Tabela 11. Estimativa da média, minimo, maximo, coeficiente de variagao,
variancia e desvio padrao gerado pelos 17 descritores morfolégicos
para os 17 gendétipos (F14) de Campomanesia spp

Variavel Média Minimo Maximo CV % Variancia Desvio
Padrao
AP R, 84,88 32,00 120,00 30,45 668,23 28,85
APV, 90,64 27,00 123,00 25,11 518,11 22,76
AP R; 82,35 30,00 120,00 30,32 623,11 24,98
LC R, 90,52 26,00 170,00 42,47 1478,39 38,44
LC V, 94,82 25,00 180,00 37,06 125,03 35,14
LC Rs 84,29 35,00 130,00 34,76 858,97 29,30
DCP R, 17,69 5,92 27,87 30,84 29,80 5,45
DCP V, 21,81 7,32 43,40 37,66 67,51 8,21
DCP R 21,09 7,37 38,60 40,19 71,89 8,47
CF R, 76,31 29,03 99,37 22,29 289,50 17,01
CF V; 76,31 32,96 117,77 26,55 485,24 22,02
CF Rs 82,97 38,62 119,94 27,87 373,21 19,32
LF Ry 69,30 12,61 55,15 34,10 109,65 10,47
LF V, 30,70 13,78 53,96 43,64 171,30 13,08
LF Rs 29,99 17,33 64,23 40,19 130,92 11,78
NR V, 1,52 1,00 4,00 61,67 0,88 0,94
NR Rs 1,52 1,00 5,00 65,86 1,01 1,00

Onde: AP - Altura da planta LC-Largura da copa; DCP-Diametro do caule principal; CF-comprimento da
folha; LF-Largura da folha; NR-Numero de ramificagdes; R — Estagio reprodutivo na primeira avaliagao; V>
— Estagio vegetativo na segunda avaliacéo; Rs - Estagio reprodutivo na terceira avaliagéo.

Os gendtipos F14 sao caracterizados por apresentarem de 1 a 5

ramificagbes, as altura variaram de 27 cm a 120 cm, e a largura da copa de 25
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cm a 180 cm, oriundas de 10 procedéncias. As caracteristicas morfolégicas séo
muito similares as dos genotipos F13, entretanto seu primeiro florescimento se
deu ano reprodutivo de 2014, sendo assim os genaotipos intermediarios entre os
F13 e NF.

4.3.2 Dissimilaridade Genética Baseada em Descritores Morfolégicos —
F14

Para anadlise da dissimilaridade baseada nos 17 descritores
morfolégicos, obtida a partir da distancia Euclidiana média entre os 17
gendtipos avaliados, verificou-se que os gendtipos F14-17 e F14-22 foram os
mais divergentes com distancia Euclidiana média de 0,76. O gendtipo F14-17 é
proveniente do municipio de Cataldo-Go e corresponde a espécie
Campomanesia adamantium. Ja o genotipo F14-22 da procedéncia de Santa
Rita-Go, corresponde a espécie Campomanesia pubences, a distancia
geografica entre esses municipios é de 688 km. O menor valor encontrado
apresentou valor de 0,17 para a distancia, verificada para os genétipos F14-15
e F14-74 procedentes de Mineiros-Go e Abadiania-Go, respectivamente, a
distancia entre esses municipios e de 516 km.

Buscando verificar o comportamento desses genotipos, procedeu-se a
analise de agrupamento pelo método de Otimizacéo de Tocher (Tabela 12) com
base na matriz de dissimilaridade entre os 17 gendtipos estudados, essa
técnica levou a formacao de 5 grupos sendo que o primeiro contempla cerca
76,5% dos gendtipos que floresceram em 2014. Os gendotipos F14-25, F14-22,

F14-90 e F14-17, ficaram em grupos distintos e isolados.

Tabela 12. Agrupamento pelo meétodo de otimizagdo de Tocher para 17
gendtipos de Campomanesia spp com florescimento no ano de
2014, tendo como base 17 descritores morfolégicos

Grupo Numero de Genotipos
Gendtipos
1 13 F14-39 F14-65 F14-38 F14-15 F14-31 F14-47 F14-48 F14-42
F14-74 F14-37 F14-60 F14-32 F14-52
2 1 F14-25

3 1 F14-22
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4 y F14-90
5 1 F14-17

Na analise conjunta com os 93 gendtipos, o F14-22 foi agrupado
isoladamente, o F14-25 foi agrupado com F13, o F14-90 e F14-17 foram
agrupados tanto com F13, quanto NF, demonstrando que em relacdo aos
caracteres morfologicos muitos gendtipos F13 sdo semelhantes. Portanto a
analise de cada subgrupo é necessaria por demonstrar a variabilidade
existente dentro do subgrupo, em relacdo ao grupo total, disponibilizando
informacgdes intrinsecas daquele grupo.

Os genodtipos também foram agrupados pelo método hierarquico
UPGMA (Figura 4), utilizando-se a matriz de dissimilaridade com base na
distancia Euclidiana média para os 17 genétipos com florescimento no ano de
2014 baseado em 17 descritores morfologicos. Esse método gerou a formagéao
de 6 grupos. A correlagdo cofenética foi de 0,81, o critério de corte utilizado
para determinagdo do numero de grupos foi o proposto por Mojema (1977),
baseado no tamanho relativo dos niveis de fusdes (distancias).

Por esse método pode-se verificar que os gendtipos F14-31, F14-60,
F14-22, F14-17, F14-25 e F14-90, ficaram em grupos isolados. Em
consonancia ao método de Otimizagdo de Tocher onde os genodtipos F14-22,
F14-17, F14-25 e F14-90 também se mantiveram isolados. A média de altura
para cada um desses gendtipos foi 97 cm, 30 cm, 48 cm, e 90 cm

respectivamente.
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4.3.4 Analise de Componentes Principais — F14

0.2

Dendrograma gerado pelo método UPGMA a partir

0.3

0.5

das

dissimilaridades expressas pela distancia Euclidiana média entre
os 17 genotipos F14 de Campomanesia spp., a partir de 17

descritores morfologicos.

Pela analise de componentes principais (Tabela 13), pode-se constatar

que os trés primeiros componentes principais explicam cerca de 74,72% da

variagdo total contida nos 17 gendtipos da colecdo de germoplasma de

Campomanesia spp com florescimento no ano de 2014.

Tabela 13. Analise de componentes principais (autovalores, variancia e
17 descritores
morfologicos para 17 genotipos de Campomanesia spp. com

variancia acumulada),

florescimento no ano de 2014

geradas a partir

Componente Principal

Autovalores

Variancia (%)

Variancia Acumulada (%)

1

2
3
4

7,714
3,194
1,793
1,196

45,38
18,79
10,54
7,03

45,38
64,17
74,72
81,75
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5 0,92 5,37 87,13
6 0,709 4,48 91,03
7 0,448 2,64 93,94
8 0,297 1,75 95,69
9 0,221 1,30 96,99
10 0,181 1,07 98,07
11 0,126 0,74 98,81
12 0,096 0,56 99,38
13 0,072 0,42 99,81
14 0,026 0,16 99,96
15 0,005 0,030 99,99
16 0,001 0,006 100,00

As analises mostraram que os dois primeiros componentes principais
permitiram explicar 64,17 % da variéncia contida nas variaveis originais (Tabela
13). O componente principal 1 (CP1) e o componente principal 2 (CP2)
contribuiram com 45,38% e 18,79%, respectivamente, da variancia total, a
variancia acumulada no terceiro componente principal (CP3) foi de 74,72 %,
demonstrado que a plotagem dos escores em um grafico tridimensional poderia
apresentar informagdes no plano cartesiano que contribua para discriminagao r
dispersdo dos genotipos a analise grafica demonstra um maior afastamento do
genotipo F14-90 em relagdo aos demais, concordando assim com as técnicas

de agrupamento realizadas para o subgrupo F14.



71

Fi4-00
[+]

F14-25

1l o
’-‘1-‘ F1f§t';‘
4]

F 7 F14-32
FELE‘E “c'; Fid-eh
o

9 riaan
Fi4-30 =]
[+]

Fl4-38
Blazy Fi452
[+] o

Fidz2
o

Figura 6. Dispersao grafica de escores de 17 gendtipos F14 de
Campomanesia spp em relagdo aos trés primeiros Componentes
Principais, tendo como base 17 descritores morfolégicos.

Com base na contribuicdo relativa dos 17 descritores avaliados (Tabela
14), utilizando-se o critério proposto por Singh (1981), verificou-se que os
descritores que mais contribuiram para a discriminacdo da variancia total
foram: largura da folha no estagio vegetativo na segunda avaliagdo (LF V,);
numero de ramificagdes no estagio reprodutivo na segunda avaliagdo (NR Vy)
com 8,84% e 8,24%, respectivamente. O descritor que menos contribuiu para a
discriminagéao dos 17 gendtipos foi a Largura da copa no estagio vegetativo na
segunda avaliagdo (LC V) contribuindo com 4,28% para a discriminagéo da
variancia total. No entanto, verifica-se que ndo ocorreu grande discriminagao
das variaveis (17 descritores), em relagdo a variagao total dos gendtipos. Isto
evidencia a necessidade de inclusao de novos caracteres que sejam capazes
de maior discriminagao.
Tabela 14. Contribuigdo relativa dos caracteres para diversidade (S.j.) pelo
método proposto por Singh (1981), para 17 gendtipos (F14) de

Campomanesia spp. para dados padronizados.
Variavel S.j Valor em %

LF V; 28,86 8,84
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NR V; 26,88 8,24
LC Rs 25,88 7,93
AP R; 23,47 7,19
AP R 20,94 6,42
DCP Rs 20,05 6,14
LC R4 19,39 5,94
CF V; 18,35 5,62
NR Rs 17,25 5,28
LF Rs 17,17 5,26
DCP R 16,82 5,15
LF Ry 16,48 5,05
CF Ry 15,91 4,87
CF Rs 15,35 4,70
APV, 15,29 4,68
DCP V; 14,10 4,32
LC V: 13,98 4,28

Onde: AP - Altura da planta LC-Largura da copa; DCP-Diametro do caule principal; CF-comprimento da
folha; LF-Largura da folha; NR-Numero de ramificagdes; R — Estagio reprodutivo na primeira avaliagao; V>
— Estéagio vegetativo na segunda avaliagao; Rs - Estagio reprodutivo na terceira avaliagao.

Em concordancia com o método de Singh (1981), realizado para a
discriminacdo das variaveis que mais contribuiram para explicar a variagao
total entre os 93 gendtipos, a variavel largura da folha no estagio vegetativo na
segunda avaliagéo (LF V), estudada isoladamente, foi a que mais contribuiu
tanto para ajudar na discriminagdo do grupo total quanto do subgrupo com
florescimento no ano de 2014. A Largura da copa no estagio vegetativo na
segunda avaliagdo (LC V,) apresentou-se como a que menos contribui tanto

para analise do grupo quanto no subgrupo.

4.4 Analises Morfoldégicas — Genétipos NF

4.4.1 Analise Descritiva dos Descritores Morfolégicos — NF

Dentro dos 93 gendtipos estudados, um grupo caracterizou-se por néo
ter apresentado florescimento durante o ano de 2013 e de 2014, sendo aqui

considerados como grupo que nao floresceu (NF). Estes gendtipos foram
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identificados de forma aleatoéria dentro da colecdo, levando em consideracéo a
auséncia de florescimento nos anos anteriores. Esse material esta
representado por gendtipos provenientes de 13 municipios (procedéncias)
sendo o numero de matrizes e os municipios respectivamente: 1 Abadiania
(Ab), 2 Anapolis (An), 1 Cacgu (Cg), 1 Caiapbnia (Ca), 1 Caldas Novas (CN), 1
Catalao (Ct), 2 Goianira (Go), 1 Mineiros (Mi), 1 Ouvidor (Ou), 1 Pirenépolis
(Pi), 1 Rio Verde (RV), 1 Santa Rita do Araguaia (SR), e 2 Trés Ranchos (TR).
Deste grupo 13 sdo de Campomanesia adamantium e 3 de Campomanesia
pubences, totalizando 16 genatipos.

Para estes 16 gendtipos de Campomanesia spp. avaliados, a analise
descritiva (Tabela 15) mostra que o maior coeficiente de variagdo (CV%), foi
encontrado para a variavel numero de ramificagdes no estagio reprodutivo na
segunda avaliagdo (NR V;), para os demais grupos avaliados o maior CV%
encontrado foi para o descritor NR-R3, (numero de ramificagbes no estagio
reprodutivo na terceira avaliagdo) para todos os grupos estudados (93
genotipos, 60 gendtipos F13 e 17 gendtipos F14)

Tabela 15. Estimativa da média, minimo, maximo, coeficiente de variacéo,
variancia e desvio padrao gerado pelos 17 descritores morfolégicos

para 16 gendtipos de Campomanesia spp, que nao apresentaram
florescimento nos anos de 2013 e 2014 (NF)

Variavel Média Minimo Maximo CV % Variancia Desvio
Padrao
AP R, 67,12 25,00 120,00 37,19 623,18 24,96
APV, 67,56 30,00 110,00 35,04 560,39 23,67
AP Rs 68,50 23,00 110,00 35,27 583,73 24,16
LC Ry 59,12 18,00 120,00 43,85 672,38 25,93
LC V, 64,68 15,00 120,00 44,07 812,62 28,50
LC Rs 63,94 12,00 138,00 49,98 1021,53 31,96
DCP R; 10,94 2,50 17,33 40,33 19,48 4,41
DCP V. 10,63 2,12 19,31 45,13 22,99 4,79
DCP Rs 11,53 2,21 19,69 51,53 22,92 4,78
CF R, 67,54 18,42 112,18 33,69 518,06 22,76
CF V; 71,84 39,38 94,90 21,60 240,91 15,52
CF Rs 73,13 29,30 108,05 29,56 467,50 21,62
LF R, 28,52 15,76 42,73 24,49 48,78 6,98

LF V: 27,15 15,62 46,51 31,24 71,96 8,48
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LF Rs 30,47 18,23 44,52 29,73 82,085 9,06
NR V; 3,81 1,00 11,00 71,17 7,32 2,71
NR Rs 3,87 1,00 80,00 67,86 6,92 2,63

Onde: AP - Altura da planta LC-Largura da copa; DCP-Diametro do caule principal; CF-comprimento da
folha; LF-Largura da folha; NR-Numero de ramificagdes; R1— Estagio reprodutivo na primeira avaliagéo; V.
— Estagio vegetativo na segunda avaliagéo; Rs - Estagio reprodutivo na terceira avaliagéo

4.4.2 Dissimilaridade Genética Baseada em Descritores Morfolégicos — NF

Para anadlise da dissimilaridade baseada nos 17 descritores
morfolégicos, obtida a partir da distancia Euclidiana média entre os 16
gendtipos NF avaliados, verificou-se que os genotipos NF-09 e NF-11 foram os
mais divergentes com valor de distancia Euclidiana média de 0,84. O gendtipo
NF-09 é proveniente do municipio de Goianira-Go. Ja o NF-11 da procedéncia
de Mineiros-Go correspondentes a espécie Campomanesia pubences, a
distancia geografica entre esses municipios e de 444 km. A menor distancia
encontrada apresentou valor de 0,14 para os genotipos NF-04 e o NF-54,
procedentes de Caldas Novas-Go e Abadiania-Go, respectivamente, a
distancia entre esses municipios é de 250 km

De modo a compactar os gendtipos estudados em grupos, procedeu-se
a analise de agrupamento pelo método de Otimizagcdo de Tocher (Tabela 16).
Com essa metodologia houve a formagao de 5 grupos, os genoétipos NF-41 e
NF-09 foram alocados isoladamente no grupo 4 e 5, respectivamente. Esses
mesmos genodtipos quando realizou-se a analise conjunta, foram agrupados
com genotipos do subgrupo F13, estes sédo totalmente discrepantes entre si
apresentando médias de altura de 26 cm e 87 cm, demonstrando a elevada

variabilidade genética dentro dos gendtipos NF.

Tabela 16. Agrupamento pelo método de otimizagdo de Tocher para 17
gendtipos de Campomanesia spp que nao floresceram em 2013 e
2014 (NF), tendo como base 17 descritores morfoldgicos
Grupo Ndmero de Gendétipos
Gendétipos

1 9 NF-04 NF-54 NF-07 NF-13 NF-50 NF-10 NF-03 NF-46 NF-01
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2 3 NF-12 NF-43 NF-58
3 2 NF-02 NF-11

4 1 NF-41

5 1 NF-09

Os dados de dissimilaridade também foram agrupados pelo método
hierarquico UPGMA (Figura 7), utilizando-se a matriz de dissimilaridade com
base na distancia Euclidiana média para os 16 gendtipos NF baseado em 17
descritores morfolégicos, esse método gerou a formacdo de 8 grupos. A
correlacdo cofenética foi de 0,71, e o critério de corte utilizado para
determinagdo do numero de grupos foi o proposto por Mojema (1977), baseado
no tamanho relativo dos niveis de fusdes (distancias).

Em concordancia com o método de Tocher os gendtipos NF-09 e NF-41
ficaram isolados, o NF-03 e NF-58 também apresentaram-se isolados. Na
analise total esses gendtipos foram agrupados juntamente com o F13. Os
gendtipos NF-02 e NF-11 foram agrupados juntos tanto pelo método UPGMA
quanto no método de Otimizagao de Tocher, esse fato ocorreu também para os
genotipos NF-12 e NF-43.
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NF-50 :
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MF-09
NF-02

NF-11 | | |
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Figura 7. Dendrograma gerado pelo método UPGMA a partir da matriz de
dissimilaridade expressa pela distancia Euclidiana média entre os 16
genotipos de Campomanesia spp que nao floresceram no ano de
2013 e 2014, a partir de 17 descritores morfolégicos.

4.4.3 Analise de Componentes Principais — NF

Pela analise de componentes principais (Tabela 16), pode-se constatar
que os dois primeiros componentes principais explicam cerca de 73,32% da
variancia total contida nos 16 gendtipos que nao floresceram em 2013 e 2014
(NF) que fazem parte da colegdo de germplasma de Campomanesia spp em
estudo.

Tabela 17. Analise de componentes principais (autovalores, variancia e
variancia acumulada), geradas a partir de 17 descritores

morfolégicos para 16 gendtipos de Campomanesia spp que nao
floresceram em 2013 e 2014

Componente Principal Autovalores Variancia (%) Variancia Acumulada (%)
1 10,041 59,06 59,06
2 2,934 17,26 73,32
3 1,214 7,14 83,47
4 0,874 5,14 88,61
5 0,588 3,46 92,07
6 0,428 2,52 94,59
7 0,313 1,84 96,43
8 0,196 1,15 97,59
9 0,125 0,73 98,33
10 0,115 0,67 99,01
11 0,079 0,46 99,48
12 0,047 0,27 99,76
13 0,304 0,18 99,93
14 0,010 0,05 99,99
15 0,0002 0,001 100,00

O componente principal 1 (CP1) e o componente principal 2 (CP2)
contribuiram com 59,06% e 17,26%, respectivamente, da variagdo total. A
variancia acumulada no terceiro componente principal (CP3) foi de 83,47%,

demonstrado que a plotagem dos escores em um grafico tridimensional (Figura
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8) representaria bem a dispersdo dos escores, conforme salienta Cruz e
Carneiro (2003)

Figura 8. Dispersao grafica de escores de 16 gendtipos NF (ndo florescimento
nos anos de 2013 e 2014) de Campomanesia spp em relagdo aos
trés primeiros Componentes Principais, tendo como base 17
descritores morfologicos.

Com base na contribuicéo relativa dos 17 descritores avaliados (Tabela
18), utilizando-se o critério proposto por Singh (1981), verificou-se que os
descritores que mais contribuiram para a discriminacdo da variancia total
foram: largura da folha no estagio reprodutivo na terceira avaliagado (LF R3) e
numero de ramificagbes no estagio reprodutivo na terceira avaliagdo (NR R3)
com 8,68% e 10,32%, respectivamente. O descritor que menos contribuiu para
a discriminacdo dos 16 gendtipos foi o comprimento da folha no estagio
reprodutivo na primeira avaliagdo (CF R4), contribuindo com 4,70% para a
discriminacao da variancia total.

Tabela 18. Contribuigdo relativa dos caracteres para diversidade pelo método
proposto por Singh (1981) para 16 gendtipos de Campomanesia
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spp que nao floresceram em 2013 e 2014, para dados
padronizados.

Variavel S.j Valor em %
NR R; 33,87 10,32
LF Rs 28,50 8,68

DCP R, 21,26 6,47
APV, 21,01 6,40
CF V; 19,10 5,82

DCP V, 18,67 5,69
AP Rs 18,51 5,64
CF Rs 18,09 5,51
LF V, 18,09 5,51

DCP Rs 18,01 5,49
LC V, 17,69 5,39
NR V; 17,67 5,38
AP R, 16,57 5,04
LF R, 16,09 4,90
LC Ry 15,51 4,72
LC Rs 15,44 4,70
CF Ry 14,14 4,30

Onde: AP - Altura da planta LC-Largura da copa; DCP-Diametro do caule principal; CF-comprimento da
folha; LF-Largura da folha; NR-NUumero de ramificagdes; R1— Estagio reprodutivo na primeira avaliagao; V-
— Estagio vegetativo na segunda avaliagao; Rs - Estagio reprodutivo na terceira avaliacdo

Os gendtipos NF foram os unicos os quais a variavel numero de
ramificacdes foi importante para discriminar os materiais. Isso se deve ao fato
de que os gendtipos NF, sdo os menores em relacdo a altura da planta,
apresentam um elevado numero de ramificagdes e copa ampla, justamente
devido as ramificagbes sairem diretamente do solo, formando uma copa
irregular e descontinua.

Nao foi verificado nenhum descritor em comum entre 0s grupos
precoces (F13 e F14) e os gendtipos NF, que contribuisse em maior quantidade
para explicar a variancia entre os genotipos, justamente demonstrando que
morfologicamente, os gendtipos NF sdo extremamente divergentes em relagao

aos grupos considerados precoces.

4.5 Caracterizagao Genética Utilizando Marcadores Moleculares ISSR’s

A extracdo de DNA foi bem sucedida propiciando a obtencdo de DNA
com qualidade fisica e quimica adequada para posterior reagdes de
amplificagdo com marcadores ISSR’s, esses marcadores mostraram-se
eficientes na detecgdo da diversidade genética dos gendtipos Campomanesia

spp. utilizados neste trabalho.
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Para o estudo foram selecionados 13 iniciadores ISSR’s mais
polimdrficos entre os 17 testados. Estes iniciadores selecionados para o estudo
geraram 105 marcas, perfazendo uma média de 8,1 marcas por iniciador. Do
total de marcas, 100% foram polimérficos (Tabela 19).

A alta porcentagem de marcadores polimorficos demonstra a eficiéncia
dos marcadores ISSR em evidenciarem a variabilidade genética entre os
genodtipos de Campomanesia spp. estudados. Assis et al (2013), trabalhando
com diversidade genética de Campomanesia spp. encontrou taxa de
polimorfismo de 90,4% para os marcadores RAPD. Oliveira et al., (2014)
analisando a distancia genética entre acessos do género Psidium via
marcadores ISSR encontraram taxa de polimorfismo de 99%. As elevadas
taxas de polimorfismo geradas pelos marcadores ISSR, depende unicamente
do iniciador e dos produtos da amplificacdo, quanto maior a detecgdo de
regides amplificadas maior a probabilidade de que este material apresente uma
alta taxa de polimorfismo (SOUZA, et al. 2008). Segundo Lorenzoni et al.,
(2014), o marcador ISSR permite a identificacdo de ampla variabilidade intra e
interespecifica e, com isso, fundamentam-se como uma ferramenta bastante
util em programas de melhoramento e estudos de diversidade.

Essa medida de quantificacdo de polimorfismo, permite demonstrar a
diferenciagdo de um genotipo para outro se as bandas obtivessem altas taxas
de monomorfismo, poderia-se remeter ao fato de os produtos da amplificagcao
serem duplicatas, como foi constatado elevada taxa de polimorfismo 100%
para os 17 iniciadores testados, elimina-se a possibilidade de duplicatas dentro
da Colecao Goiana de Germoplasma de Campomanesia spp.

Devido as extensas areas que cobrem o bioma Cerrado, algumas
espécies podem sofrer alteragdes pela acgédo diferencial de genes em
decorréncia de diferentes condi¢cbes edafoclimaticas (SOBRINHO et al. 1999).
Em razdo dessas variagbes, o0 mesmo material pode ser conhecido com
diferentes denominagdes locais, surge entdo a necessidade do estudo de
diversidade genética em fruteiras nativas para implementagéo, conservagéao e

uso do germoplasma.

Tabela 19. Marcadores ISSR utilizados na amplificacdo de genodtipos de
Campomanesia spp. com suas respectivas sequencias



80

Numero total de bandas

Numero total de bandas

Primers o o %Polimorfismo
amplificadas polimérficas

(CTCT)4RC 6 6 100
(GGAGA)3 6 6 100
(TC)8G 6 6 100
(CA)7YG 7 7 100
GAC(CAA)5 7 7 100
HVH(TG)7 7 7 100
(AC)sT 8 8 100
(GTG)4RC 8 8 100
(CA)7YC 9 9 100
TA(CAG)4 9 9 100
(AG)8YC 10 10 100
(GA)gYC 10 10 100
(CA)8G 12 12 100

Por meio da AMOVA, foi realizada a particdo da variagdo genética em
dois niveis: dentro de populacdes e entre populagdes. Essa particao da AMOVA
mostrou maior variagao genética dentro dos grupos (gendétipos que floresceram
em 2013, 2014 e que néo floresceram), com 97,82% da variagéo total, e os
2,18% da variagado genética restante foram observados entre grupos (Tabela
20). Houve diferenciagdo genética significativa (P<0,05). Isto indica que
estratégias de pré-melhoramento deve-se focar dentro dos grupos em estudos

e nao em grupos especificos, considerando seu comportamento génico.

Tabela 20. Analise de variancia molecular (AMOVA) entre e dentro dos grupos
F13, F14 e NF de gendtipos de Campomanesia spp., da Colegao
Goiana de Germoplasma de Campomanesia spp.

FV GL SQ Qm % Variagao P
Entre 2 41,9862 20,9931 2,18 <0,05
Dentro 90 1227,1213 13,6347 97,82 <0,05

Total 92 - - - -

Onde: FV=fonte de variagdo; GL=grau de liberdade; SQ = soma de quadrado; QM= quadrado médio; P= estatistica de
probabilidade ao nivel de 5% de significancia.

4.5.1 Dissimilaridade Genética Baseada em Marcadores ISSR

A distancia genética entre os 93 gendtipos, estimada pelo complemento
da matriz de similaridade gerada pelo indice de Jaccard, variaram de 0,667
entre os gendtipos F13-30 (C. adamantium) e F14-60 (C. pubences), sendo

estes gendtipos da procedéncia de Caiapbnia-Go e Alexania-Go. O grau de
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dissimilaridade pode ser verificado devido ao fato de os referidos gendtipos néo
pertencerem a mesma espécie. Amaral et al., (2015), utilizando marcadores
ISSR como auxilio na identificacdo de espécies do género Campomanesia,
constatou que os marcadores ISSR foram eficazes para diferenciar as espécies
C. adamantium e C. pubences.

Os genodtipos mais similares foram o F13-62 e F13-63 com
dissimilaridade de 0,107, ambos de C. adamantium procedentes de Cagu-Go e
Rio Verde-Go. Os resultados encontrados estdo coerentes com os encontrados
na literatura para espécies do género Campomanesia. Fagundes et al., (2012),
investigando a variabilidade genética de C. xanthocarpa com marcadores
ISSR, constataram valores de similaridade variando de 0,32 a 0,78. Assis et al.,
(2013), encontraram valores de dissimilaridade para Campomanesia spp com
base em marcadores RAPD variando de 0,072 a 0,78.

Os resultados da estimativa da dissimilaridade utilizando marcadores
moleculares ISSR’s sdo semelhantes aos obtidos com os marcadores
morfoldgicos, destacando-se os descritores morfoagrondmicos, utilizados para
se descrever um individuo. Segundo Dias e Kageyama (1991), quando a
caracterizagao é realizada por meio de dados morfologicos, a quantificagao da
diversidade entre gendtiposs sé tera significado se a divergéncia fenotipica
refletir a divergéncia genética.

De modo a tentar visualizar o comportamento dos genotiposs em relagéo
a dissimilaridade genética, realizou-se a analise de agrupamento pelo método
de Otimizacao de Tocher, com base na matriz de dissimilaridade gerada pelo
complemento do indice de similaridade de Jaccard. A partir da analise de
agrupamento realizada com base nas distancias genéticas, subdividiram-se os
93 gendtipos em 17 grupos de similaridade genética. No primeiro grupo
observa a presenca de 61 gendtipos (65,6%). Geralmente, grupos constituidos
por grande numero de gendétipos reunem pares que apresentam menores
distancias, uma vez que o tamanho do grupo € delimitado por uma distancia
meédia entre os pares de individuos. Os grupos compreendidos entre 0 10 e 0
17 apresentaram apenas um gendétipo. Segundo Barros et al. (2005), grupos
formados por apenas um individuo apontam na direcao de que tais individuos

sejam mais divergentes em relagdo aos demais, como €& observado neste
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trabalho. Isto indica que estes materiais devem ser avaliados de forma a
verificar qual a sua possivel contribuicdo para possiveis cruzamentos futuros.
Todos os individuos que ficaram em grupos isolados (oito gendtipo) sédo
da espécie C. adamantium, exceto os gendtipos F13-30 e F13-68 que
pertencem a C. pubences.
Os gendtipos F13-77, F13-93, F13-28, F13-40, F14-31, F13-30, F13-78
e F13-68, ficaram alocados em grupos distintos e isolados, sendo assim esse 0

material mais divergente dentro da analise total dos 93 gendtipos.

Tabela 21. Agrupamento pelo método de otimizagao de Tocher para os 93
gendtipos de Campomanesia spp. com base no complemento a
matriz de similaridade gerada pelo indice de Jaccard, com base em
marcador molecular ISSR

Grupo Ndmero de Genétipos
Genétipos
1 61 F13-62 F13-63 F13-92 F13-56 F13-57 F13-49 NF-58 F14-37

F13-85 F13-55 NF-54 F13-53 F14-47 F13-81 F13-80 NF-50
F13-89 F13-84 F13-73 F13-82 F13-83 F13-79 NF-13 NF-11
F14-65 F13-21 F13-24 F13-34 F13-08 F13-23 F13-18 F14-17
F14-15 F13-35 NF-09 NF-07 NF-04 NF-12 F13-14 NF-43 F13-44
F13-87 F13-86 F13-19 F14-22 F13-36 F13-69 F14-38 F14-39
F14-25 F3-16 F13-20 F13-27 F13-64 F13-26 F13-51 F14-52
F13-45 F13-76 F13-05 NF-03 F13-72 NF-10 F13-29

2 4 NF-46 F14-48 F13-61 F13-68
3 3 F14-90 F13-91 F13-75
4 3 F13-66 F13-67 F13-70
5 2 NF-41 F14-42

6 3 NF-01 NF-02 F13-06
7 2 F14-32 F13-33

8 2 F13-71 F14-74

9 2 F13-59 F14-60

10 1 F13-77

11 1 F13-93

12 1 F13-28

13 1 F13-40

14 1 F14-31

15 1 F13-30
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16 1 F13-78
17 1 F13-68

Procedeu-se a analise de agrupamento pelo método UPGMA (Figura 9)
de modo a verificar se os dados apresentariam o mesmo padrao de
compactagao em grupos. A correlagao cofenética foi de 0,67 entre as distancias
obtidas na matriz de dissimilaridade (complemento de Jaccard). De acordo com
Cruz et al. (2012) a correlacdo cofenética mede o ajuste entre a matriz de
dissimilaridade e a matriz de simplificacdo, devido ao método de agrupamento
e pode ser empregado para aumentar a confiabilidade das conclusbes frente a
interpretacdo dos dendrogramas. O valor da correlagdo cofenética foi
encontrado foi satisfatorio, visto que valores superiores a 0,56 refletem boa
concordancia entre a matriz de dissimilaridade e a confec¢cdo do dendrograma
(VAZ PATTO et al., 2004).

Cruz e Carneiro (2003) comentam que quanto maior o valor de
correlagdo cofenética menor sera a distorcdo provocada ao agrupar os
individuos, o que normalmente acontece pelo método UPGMA.

O critério de corte utilizado para determinagado do numero de grupos foi
o proposto por Mojema (1977). O método hierarquico UPGMA, permitiu a
formacao de 23 grupos com o maior grupo representando 28% dos gendtipos
estudados, essa metodologia permitiu verificar a existéncia de elevada
variabilidade genética entre os gendtipos agrupados.

Em consonancia ao método de Otimizacdo de Tocher os gendtipos
F13-31, F13-68, F13-78 e F13-93 foram alocados isoladamente em grupos
distintos. O gendtipo F13-33 pelo método de Otimizacdo de Tocher foi
agrupado com gendétipos do grupo F14, ja pelo método UPGMA esse mesmo
material mostrou-se isolado, a divergéncia genética do gendtipo F13-33 foi
constatada em todas as analises de agrupamento realizadas para os
descritores morfolégicos. Demonstrando a diferenciagcdo desses gendtipos

dentro dos 93 gendtipos aqui estudados.



Figura 9.

84

NF-10

F14-42 I
NF-43 -
F13-44

F13-26
F14-38

J—"
3-62
3-63
3-92
4-55
3-66 =
3-67 -
3-72
3-73
3-82
3-83
3-84
3-69
3-88
3-89
4-90
-91 ]
3-76 |
-77

F-02

- JRARANAEARANE A LA SRS\ ASLA LA S AL AL AL SR LA S AN LA AN
Ll
-
L=

DL R P s T e T e e e e B mmm

(8]
U]

[=}]

[==]

=

mm
=
[=}]
=

0.0 01 0.2 0.3 0.4 05 06

Dendrograma gerado pelo método UPGMA a partir da matriz de
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para os 93 genodtipos de Campomanesia spp. com base em
marcador ISSR.
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A variabilidade identificada entre os gendtipos pelos métodos de
agrupamento, indica ser de suma importancia pois demonstra a existéncia de
variabilidade entre os 93 gendtipos de gabirobeiras aqui estudados, o que
evidencia possibilidades de selecdo visando pré-melhoramento e adequagao
ao sistema produtivo. Salienta-se, ainda, a importdncia das avaliagdes
relacionadas a producdo de frutos e qualidade dos mesmos para melhor
direcionamento nas agdes subsequentes.

Realizou-se ainda a analise de coordenadas principais em um grafico
tridimensional (Figura 10) com o propoésito de situar no plano cartesiano os
genotipos e as distancias entre eles. Essa representacdo indica a disperséao
dos escores gerados pelas coordenadas e confirma a evidencia de
variabilidade, como demonstrado na Figura 9. Assis, (2011), verificou que a
técnica de coordenadas principais foi eficiente em verificar a variabilidade
dentro de um grupo de 140 matrizes de Campomanesia spp. bem como foi

coincidente com os demais métodos de agrupamento utilizados.
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Figura 10. Analise tridimensional por coordenadas principais, entre os 93
gendtipos de Campomanesia spp, a partir da dissimilaridade
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gerada pelo matriz de complementariedade obtida através do
indice de Jaccard.

4.5.2 Dissimilaridade Genética Baseada em Marcadores ISSR - F13

Procedeu-se a estratificagdo dos 93 gendtipos em subgrupos para
analise individual, visando verificar se a analise por periodo de florescimento
traz informagbes capaz de contribuir no direcionamento de agbes de pré-
melhoramento.

A porcentagem de polimorfismo indica a presenga de variabilidade nos
gendtipos estudados. Para o grupo F13, os 13 iniciadores ISSR geraram um
total de 100 bandas sendo todas elas polimérficas (Tabela 22), a média de
bandas por primer foi de 7,7 bandas. Pode-se perceber uma redugdo na
quantidade de bandas geradas em relagdo ao total de bandas quando se
procedeu a analise dos 93 gendtipos conjuntamente, isso se deve ao fato de
que alguns gendtipos pertencentes a grupos diferentes ocasionou no

aparecimento de bandas que os gendtipos F13 ndo apresentaram.

Tabela 22. Numero total de bandas, numero de bandas polimérficas e
porcentagem de polimorfismo para os 60 gendtipos F13 de
Campomanesia spp.

Pri Numero total de bandas Numero total de bandas o . ,
rimers o o Y%oPolimorfismo
amplificadas polimérficas
(CTCT)4RC 6 6 100
(GGAGA)3 5 5 100
(TC)8G 5 5 100
(CAYTYG 6 6 100
GAC(CAA)5 7 7 100
HVH(TG)7 7 7 100
(AC)eT 12 12 100
(GTG)4RC 8 7 87.5
(CA)TYC 8 8 100
TA(CAG)4 10 10 100
(AG)8YC 10 10 100
(GA)YC 10 10 100
(CA)BG 12 12 100

Para os 60 genotipos caracterizados como F13, realizou-se o calculo da
distancia genética pelo complemento da matriz de similaridade gerada pelo

indice de Jaccard. Foi encontrada a maior distancia 0,632 para os genotipos
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F13-06 (C. adamantium) e F13-61 (C. pubences), oriundos das procedéncias
de Caldas Novas-Go e Jatai-Go. Como verificado na analise total, os
marcadores ISSR foram eficientes em diferenciar as duas espécies estudadas.
Portanto a diferenciacdo genética da espécie C. adamantium e C. pubences,
tornou-se ainda mais evidente na analise dos gendtipos F13, pois os
descritores morfolégicos ndo foram eficientes em diferenciar gendétipos de
diferentes espécies. Rezende e Teixeira (2009), avaliando a diversidade
genética de espécies do género Campomanesia, constatou que existem
genotipos que apresentam caracteristicas intermediarias entre C. pubences e
C. adamantium sugerindo o cruzamento intraespecifico para a espécie.

Os gendtipos mais similares foram os F13-62 e F13-63 com
dissimilaridade de 0,107, ambos de C. adamantium procedentes de Cagu-Go e
Rio Verde-Go, respectivamente, concordando com a analise anterior (93
genotipos).

Na tentativa de visualizar o comportamento dos genoétipos em relagéao a
dissimilaridade genética, realizou-se a analise de agrupamento pelo método de
Otimizagédo de Tocher, com base no complemento da matriz de dissimilaridade
gerada pelo complemento do indice de Jaccard. Observou-se a formacéo de 11
grupos (Tabela 23), o maior grupo concentra 75% dos gendtipos caracterizados
como F13. No primeiro grupo encontram-se os genotipos F13-34 e F13-57, que
sempre foram alocados isolados pelo agrupamento de Tocher, nas analises
com base em descritores morfolégicos. Os gendtipos F13-71, F13-28, F13-40,
F13-30, F13-78, F13-68 e F13-33, ficaram alocados em grupos distintos e
isolados. O gendtipo F13-33 foi agrupado na andlise total com gendétipo do
grupo F14. Esse mesmo gendotipo F13-33 ficou isolado em todas as analises de

agrupamento realizadas com descritores morfologicos.

Tabela 23. Agrupamento pelo método de otimizagdo de Tocher para os 60
gendtipos F13 de Campomanesia spp, com base no complemento
a matriz de similaridade gerada pelo indice de Jaccard utilizando
marcador molecular ISSR

Grupo Numero de Genoétipos
Gendtipos
1 45 F13-62 F13-63 F13-92 F13-56 F13-57 F13-49 F13-85 F13-55

F13-81 F13-89 F13-84 F13-80 F13-73 F13-82 F13-83 F13-79
F13-53 F13-69 F13-76 F13-24 F13-87 F13-21 F13-34 F13-23
F13-18 F13-08 F13-35 F13-44 F13-86 F13-14 F13-36 F13-27
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F13-19 F13-77 F13-64 F13-72 F13-66 F13-26 F13-70 F13-67
F13-51 F13-20 F13-29 F13-45 F13-16

2 2 F13-05 F13-06

3 4 F13-61 F13-75 F13-91 F13-88
4 2 F13-59 F13-90

5 1 F13-71

6 1 F13-28

7 1 F13-40

8 1 F13-33

9 1 F13-30

10 1 F13-78

1" 1 F13-68

Foi realizada a analise de agrupamento pelo método UPGMA a partir
das distancias obtidas pela matriz de dissimilaridade (complemento de Jaccard)
(Figura 11). A correlacao cofenética foi de 0,66, indicando ser adequada para
explicar a distorcdo do dendrograma em relagdo a matriz de dissimilaridade
original. O critério de corte utilizado para determinacdo do numero de grupos foi
o proposto por Mojema (1977). Em concordancia ao agrupamento realizado
pelo método de otimizagdo de Tocher observou-se a formagao de 19 grupos, e
os genotipos F13-78, F13-30, F13-68 e F13-33, ocuparam o0s niveis mais
baixos do dendrograma sendo alocados em grupos isolados, demonstrando,
mais uma vez, a divergéncia desses materiais em relacdo aos demais. Cabe
ressaltar que o gendtipo F13-33 apresenta-se como o mais divergente por

todas as anadlises realizadas (morfolégicas e moleculares).



89

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4

Figura 11. Dendrograma gerado pelo método UPGMA a partir da matriz de
dissimilaridade expressa pelo complemento ao indice de Jaccard
para os 60 gendtipos F13 de Campomanesia spp com base em
marcadores moleculares ISSR.
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Realizou-se ainda a analise de coordenadas principais em um grafico
tridimensional para representar a dispersdo dos escores gerados para os 60
genotipos F13 de Campomanesia spp, com o objetivo de consolidar a

existéncia de variabilidade com essa metodologia, como demonstrado na
Figura 12.

w0 ool

Figura 12. Analise tridimensional por coordenadas principais, entre os 60
gendtipos F13 de Campomanesia spp. a partir da dissimilaridade

gerada pelo matriz de complementariedade obtida através do
indice de Jaccard.

4. 5.3 Dissimilaridade Genética Baseada em Marcadores ISSR - F14
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Foi realizada a analise da porcentagem de polimorfismo para os
genotipos F14, os 13 iniciadores ISSR geraram um total de 101 bandas sendo
todas elas polimorficas (Tabela 24), a média de bandas por primer foi de 7,8
bandas. Pode-se perceber uma redugao na quantidade de bandas geradas em
relagcdo ao total de bandas quando se procedeu a analise dos 93 gendtipos

conjuntamente e 0 aumento de uma banda em relagdo aos gendétipos F13.

Tabela 24. Numero total de bandas, numero de bandas polimérficas e
porcentagem de polimorfismo para os 17 gendtipos F14 de
Campomanesia spp.

Pri Numero total de bandas Numero total de bandas o . ,
rimers o - YoPolimorfismo
amplificadas polimérficas
(CTCT)4RC 6 6 100
(GGAGA)3 6 6 100
(TC)8G 6 6 100
(CA)YTYG 6 6 100
GAC(CAA)5 7 7 100
HVH(TG)7 7 7 100
(AC)eT 8 8 100
(GTG)4RC 8 8 100
(CA)7TYC 8 8 100
TA(CAG)4 9 9 100
(AG)8YC 10 10 100
(GA)YC 10 10 100
(CA)8G 10 10 100

Os 17 genotipos caracterizados com florescimento somente em 2014
(F14), foram avaliados individualmente de modo a gerar a matriz de
dissimilaridade. Foi realizado o calculo da distdncia genética, pelo
complemento da matriz de similaridade gerada pelo indice de Jaccard para
esse subgrupo, auxiliando na investigagcdo da diversidade genética dentro do
subgrupo. Constatou-se a existéncia de variabilidade genética entre os
genotipos F14. A maior dissimilaridade encontrada foi de 0,657 para os
genotipos F14-32 e F14-60, oriundos dos municipios de Goianira-Go e
Alexania-Go, respectivamente, ambos sao da espécie C. adamantium. Os
genotipos mais similares foram os F14-62 e F14-63 com dissimilaridade de
0,107, ambos de C. adamantium procedentes de Cacu-Go e Rio Verde-Go,
respectivamente, concordando com a analise anterior (93 gendtipos) onde

esses mesmos genotipos ficaram alocados em grupos distintos (Tabela 21).
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A maior similaridade encontrada foi verificada para os gendtipos F14-15
(Mineiros-Go) e F14-17 (Cataldo-Go), ambos de C. adamantium. Esses
resultados, também s&o concordantes com a analise total sendo esses
materiais agrupados no mesmo grupo.

Para visualizar o comportamento dos gendtipos em relagdo a
dissimilaridade genética, realizou-se a analise de agrupamento pelo método de
Otimizacdo de Tocher, com base na matriz de similaridade gerada pelo
complemento do indice de Jaccard. Observou-se a formacédo de 7 grupos
(Tabela 25), o maior grupo concentra 58,8% dos gendtipos caracterizados
como F14. No primeiro grupo encontra-se os genotipos F14-15, F14-38 e F14-
52, que também foram agrupados juntos, com base nos descritores
morfolégicos. Os genotipos F14-74, F14-31, F14-60, F14-32, F14-48, foram
agrupados isoladamente pelo método de Otimizacdo de Tocher. Quando
comparado ao agrupamento realizado para os 93 gendtipos, o gendtipos F14-
31 foi também alocado de forma isolada (Tabela 21), enquanto os demais, que
na analise do grupo F14 foram agrupados isoladamente, na analise conjunta
dos 93 gendtipos apresentaram-se o F14-74 junto com o F13-71; 0 F14-60
junto com o F13-59; o F14-32 junto com o F13-33 e o0 F14-48 junto com o NF-
46, F13-61 e F13-68. Isso demonstra que, geneticamente, estes gendtipos nao
apresentam marcas expressivas que definem o periodo de florescimento com

clareza.

Tabela 25. Agrupamento pelo método de otimizagdo de Tocher para os 17
gendtipos F14 de Campomanesia spp. com base no complemento
a matriz de similaridade gerada pelo indice de Jaccard, utilizando
marcador molecular ISSR.

Grupo Numero de Genébtipos
Genétipos

1 10 F14-15 F14-17 F14-37 F14-22 F14-25 F14-39 F14-42 F14-38
F14-65 F14-52

2 2 F14-47 F14-90

3 1 F14-74

4 1 F14-31

5 1 F14-60

6 1 F14-32

7 1 F14-48
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Foi realizada a analise de agrupamento pelo método UPGMA a partir da
distancias obtidas pela matriz de dissimilaridade (complemento de Jaccard)
(Figura 13), de modo a verificar se os dados apresentariam o mesmo padrao
de compactacdo em grupos em relagdo ao agrupamento pelo método de
Otimizacdo de Tocher. A correlagcdo cofenética foi de 0,73, maior em relacéo
agrupamento total (93 gendtipos) e ao agrupamento dos gendtipos F13. O
critério de corte utilizado para determinagdo do numero de grupos foi o
proposto por Mojema (1977). Observou-se a formagao de 9 grupos, sendo que
os gendtipos F14-65, F14-90, F14-31, F14-32, F14-48, F14-60 e F14-74, foram
alocados em grupos isolados. Em concordancia ao agrupamento realizado pelo
método de Otimizacado de Tocher F14-74, F14-31, F14-60, F14-32 e F14-48,
também ficaram em grupos distintos e isolados.

Em relacdo aos dados morfolégicos os gendtipos F14-31 e F14-60
também ficaram isolados em grupos distintos quando aplicado a analise de
agrupamento pelo método UPGMA, sendo, assim, as analises com descritores

morfolégicos e moleculares foram concordantes ao agrupar esses genotipos.
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Figura 13. Dendrograma gerado pelo método UPGMA a partir da matriz de
dissimilaridade expressa pelo complemento ao indice de Jaccard
para os 17 gendtipos F14 de Campomanesia spp, utilizando
marcador molecular ISSR.

Realizou-se ainda a analise de coordenadas principais em um grafico
tridimensional para representar a dispersdo dos escores gerados para os 17
gendtipos F14 de Campomanesia spp, com o objetivo de consolidar a
existéncia de variabilidade com essa metodologia, como demonstrado na

Figura 14.
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Figura 14. Analise tridimensional por coordenadas principais, entre os 17
gendtipos F14 de Campomanesia spp, a partir da dissimilaridade
gerada pelo matriz de complementariedade obtida através do
indice de Jaccard.

4 5.4 Dissimilaridade Genética Baseada em Marcadores ISSR — NF

Foi realizada a analise da porcentagem de polimorfismo para os 16
gendotipos NF, os 13 iniciadores ISSR geraram um total de 104 bandas sendo
todas elas polimérficas (Tabela 26), a média de bandas por primer foram de 7
bandas. Pode-se perceber uma redugao na quantidade de bandas geradas em
relagcdo ao total de bandas quando se procedeu a analise dos 93 gendtipos
(105 bandas) conjuntamente e o aumento de uma banda em relagdo aos
gendtipos F13, entretanto esse grupo apresentou 3 bandas a mais do que os
gendtipos F14, demonstrando assim a existéncia da variabilidade dentro dos

grupos, como explicitado na AMOVA (Tabela 20).
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Tabela 26. Numero total de bandas, numero de bandas polimérficas e
porcentagem de polimorfismo para 16 gendtipos NF de
Campomanesia spp.

Pri Numero total de bandas Numero total de bandas o . ,
rimers o - %Polimorfismo
amplificadas polimdrficas
(CTCT)4RC 6 6 100
(GGAGA)3 6 6 100
(TC)8G 6 6 100
(CA)YTYG 6 6 100
GAC(CAA)5 7 7 100
HVH(TG)7 9 9 100
(AC)T 8 8 100
(GTG)4RC 8 8 100
(CA)7TYC 9 9 100
TA(CAG)4 9 9 100
(AG)8YC 9 9 100
(GA)YC 10 10 100
(TC)8G 11 11 100

Os 16 gendtipos avaliados que nao floresceram dentro da colegdo nos
anos 2013 e 2014 (NF), foram, também avaliados quanto a divergéncia por
marcador ISSR. Esses entdo foram avaliados individualmente de modo a gerar
a matriz de dissimilaridade, com base na distancia genética pelo complemento
da matriz de similaridade gerada pelo indice de Jaccard para esse subgrupo
(NF). A maior dissimilaridade encontrada foi de 0,606, menor entre todas as
analises, (Total, F13, e F14) para os gendtipos NF-02 e NF-54 ambos de C.
adamantium e oriundos de Caiapdnia-Go e Abadiania-Go, respectivamente. Os
gendtipos mais similares foram os NF-04 e NF-11 com dissimilaridade de
0,176. Em relacdo aos dados morfoldgicos os gendtipos NF-04 e NF-54,
oriundos de Caldas Novas-Go e Abadiania-Go, foram os mais similares com
distancia Euclidiana média de 0,14.

Para agrupar e verificar o comportamento dos genétipos em relacéo a
dissimilaridade genética, realizou-se a analise de agrupamento pelo método de
Otimizagdo de Tocher, com base no complemento da matriz de similaridade
gerada pelo indice de Jaccard. Observou-se a formagao de 5 grupos (Tabela
24). O maior grupo concentra 62,5% dos gendtipos caracterizados como NF.
No primeiro grupo encontram-se os genotipos NF-03, NF-04, NF-07, NF-10 e
NF-13, que também foram agrupados conjuntamente pela distancia Euclidiana,
com base nos descritores morfolégicos. O gendtipo NF-41, foi alocado em

grupo isolado e distinto com base nos primers ISSR e aos 17 descritores
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morfologicos, pelo método de Otimizagdo de Tocher. Quando comparado ao
agrupamento realizado para os 93 gendtipos o NF-41 foi o unico do subgrupo
que nao floresceu em nenhum dos anos considerados que nao ficou contido no
1° grande grupo gerado pelo método de Tocher, sendo esse o mais divergente
dos gendtipos NF avaliados tanto para analise com descritores morfoldgicos

quanto a analise molecular.

Tabela 27. Agrupamento pelo método de otimizagdo de Tocher para os 16
gendtipos NF de Campomanesia spp. com base no complemento
da matriz de similaridade gerada pelo indice de Jaccard, utilizando
marcador molecular ISSR

Grupo Numero de Gendétipos
Genétipos

1 10 NF-04 NF-11 NF-13 NF-12 NF-07 NF-09 NF-03 NF-10 NF-43
NF-58

2 2 NF-50 NF-54

3 2 NF-01 NF-02

4 1 NF-46

5 1 NF-41

Os dados de dissimilaridade também foram agrupados pelo método
hierarquico UPGMA (Figura 15), utilizando-se a matriz de dissimilaridade com
base no complemento aritmético gerado pelo indice de Jaccard. Este método
gerou a formagao de 5 grupos, semelhante ao agrupamento de Otimizagao de
Tocher para os gendtipos NF. A correlagéo cofenética foi de 0,80, maior entre
todas as analises realizadas (Total, F13 e F14), demonstrando assim a
confiabilidade dos dados de dissimilaridade no dendrograma. Pode-se observar
que somente o gendtipo NF-41 foi alocado em um grupo distinto e isolado,
demonstrando, novamente, a divergéncia genética desse gendtipo entre os
demais analisados conjuntamente. Esses resultados sao semelhantes ao
encontrado quando se considerou os descritores morfolégicos, onde esse

genatipo foi alocado isoladamente pelo método UPGMA.
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Figura 15. Dendrograma gerado pelo método UPGMA a partir da matriz de
dissimilaridade expressa pelo complemento ao indice de Jaccard
para os 16 gendtipos NF de Campomanesia spp, utilizando
marcador molecular ISSR.

Realizou-se ainda a analise de coordenadas principais em um grafico
tridimensional para representar a dispersao dos escores gerados para os 17
gendtipos NF de Campomanesia spp, com o objetivo de consolidar a existéncia

de variabilidade com essa metodologia, como demonstrado na Figura 16.
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AL

Figura 16. Analise tridimensional por coordenadas principais, entre os 16
genotipos NF (ndo florescimento em 2013 e 2014) de
Campomanesia spp, a partir da dissimilaridade gerada pelo matriz
de complementariedade obtida através do indice de Jaccard.
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5. CONCLUSAO

Os descritores morfolégicos utilizados nado foram suficientes para
discriminar os 93 gendtipos estudados nos 3 subgrupos anteriormente
divididos.

Pela AMOVA foi verificado que a maior variagdo esta dentro dos grupos
em comparagao a variagao entre os grupos, indicando que existe mais
variabilidade dentro com base nos 13 marcadores moleculares utilizados.

Com base nos descritores morfolégicos os gendtipos F13-57, F13-33 e
F13-34, foram os mais divergentes.

Os 13 iniciadores ISSR foram eficientes para acessar a variabilidade
genética dos 93 gendtipos em estudo.

O gendtipo F13-33 foi o mais divergente tanto pela analise com
descritores morfoldgico quanto moleculares, se comportando como um material

superior nos quesitos precocidade e para sistemas de cultivo.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

O presente estudo constatou que existe variabilidade genética no
material estudado, mas que no entanto outros estudos devem ser realizados de
modo a subsidiar a implementagcdo de um programa de melhoramento para a
espécie.

Cabe salientar que o presente estudo trabalhou com grupos distintos no
quesito época do primeiro florescimento, tendo em vista isso acredita-se que os
individuos pertencentes ao subgrupo F13, apresentam uma certa precocidade,
devendo assim esses materiais serem objetos de estudos mais aprofundados,
utilizando-se de dados de producdo como: numero de frutos por planta, peso
de frutos, numero de sementes, peso de semente, e também analise quimica
dos mesmos, teor de vitaminas, teor de agucares totais.

Esses dados de producédo sdo de suma importancia uma vez que nos
condiciona informacdes referentes a qualidade do material de interesse que no
caso da gabirobeira sdo os frutos, sendo assim nos permite a escolha de
materiais que atendam a parametros de qualidade, bem como subsidie

parentais para futuros cruzamentos.
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