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RESUMO

SILVA, Thais Cristina, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, marco de 2019.
Cruzamentos dirigidos e caracterizacio de hibridos F1 entre plantas de
macaubas. Orientador: Sérgio Yoshimitsu Motoike. Coorientador: Claudio Horst
Bruckner.

A macaiba é uma palmeira nativa do Brasil, dispersa em todo territério. Possui
elevada produtividade e qualidade do 6leo, o qual pode ser destinado a industria
alimenticia, farmo-cosmética e de biodiesel. Por estar em processo de domesticagao,
apresenta estudos ainda incipientes na drea de melhoramento genético. A dispersao
em condi¢Oes edafoclimaticas contrastantes promoveu a formacio de plantas com
caracteristicas diferenciadas dependendo dos locais de origens. Esta diversidade
indica a existéncia de pools génicos que podem ser explorados por meio de
hibridagdes. Esta estratégia ocasiona combinacdes que favorecendo o melhoramento
da espécie. Porém, até o presente, ndo hd estudos sobre a compatibilidade de
hibridagdes entre plantas de procedéncias distintas. Com tal enfoque, a
caracterizacdo de hibridos Fi pode proporcionar a selecdo orientada de geragdes ou
de gendtipos superiores na fase de melhoramento. Assim, objetivou-se avaliar a
compatibilidade de cruzamentos entre plantas fenotipicamente contrastantes e de
procedéncias distintas, bem como, caracterizar os hibridos F;. No Banco Ativo de
Germoplasma de Macaiba, BAG - Macaiba/UFV, foram realizadas hibridacoes,
durante 2015 a 2017, entre materiais de procedéncias dos estados MG, MS, SP, PA e
da regido NO; autofecundagdo e polinizacdo aberta. Simultaneamente, foi realizada a
caracterizacdo de hibridos F; oriundos do primeiro ano de cruzamento. Dois tipos de
metodologia de polinizacdo foram efetuados: abertura manual e natural das espatas.
Nos cruzamentos foram avaliados: relacdo das varidveis climdticas e época de
polinizacdes artificiais, pegamento e producdo (flores, frutos e sementes), anatomia
de flores femininas de abertura artificial e natural das espatas e caracterizacdo
morfoldgica das sementes. Os dados referentes aos cruzamentos e sementes foram
avaliados por meio de estatistica descritiva, teste de média tukey e andlise
multivariada. Os hibridos F; foram avaliados por meio de marcadores moleculares
microssatélites para a certificagdo de cruzamentos e estudo de diversidade genética.
As caracteristicas agromorfoldgicas, velocidade de surgimento da plimula e da

primeira folha, tamanho e quantidade de folhas e caracterizacdo da plimula e



espinho foram avaliadas na fase de semeadura a muda. As caracteristicas
moleculares e fenotipicas foram analisadas pelo método de agrupamento UPGMA. O
periodo das polinizagdes das hibridagdes se sobrepds na estagao chuvosa em todos os
anos com caracteristicas intrinsecas a procedéncia das plantas. Os cruzamentos
dirigidos entre plantas fenotipicamente contrastantes de procedéncias distintas
indicaram sucesso na compatibilidade mediante a nova metodologia de polinizacdao
com abertura manual da espata. A abertura manual apresentou vidvel para
polinizacdo mediante receptividade e analises histoquimicas das flores femininas. As
sementes apresentaram alta diversidade relacionada as caracteristicas do genitor
feminino. As plantas F; foram certificadas como sendo hibridos e conforme a
diversidade genética, foram formados trés grupos quanto as procedéncias dos
genitores e os tipos de cruzamento. Os F; apresentaram alta variabilidade entre meio-
irmdo e germano sendo discriminados em sete grupos, as quais diferiram quanto ao
desenvolvimento, presenca e quantidade de espinhos e coloragdo da plimula. Os
hibridos A7, A18 e Al2 descendentes do BGP105-P1/MS, destacaram-se para
obtencdo de variedades com pouco espinho e desenvolvimento normal. Os F;
possuem variabilidade que pode ser explorada na fase de selecdo para geracdo F» e
na orientacdo de novos cruzamentos. Tais resultados favorecem a orientagdo de
hibridagdes entre fendtipos contrastantes e a selecio de individuos para o
melhoramento. Este trabalho se caracteriza como pioneiro e traz estudos
preliminares, indicando a continuidade do mesmo para avaliacdes de parametros

genéticos.



ABSTRACT

SILVA, Thais Cristina, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, March, 2019.
Directed crosses and characterization of F1 hybrids between macauba plants.
Adviser: Sérgio Yoshimitsu Motoike. Co-adviser: Claudio Horst Bruckner.

The macauba is a palm native to Brazil, dispersed throughout the territory. It has
high productivity and oil quality, which can be destined to the food industry, farmo-
cosmetics and biodiesel. Being in the process of domestication, presents studies still
incipient in the area of genetic improvement. The dispersion in contrasting
edaphoclimatic conditions promoted the formation of plants with differentiated
characteristics depending on the sites of origin. This diversity indicates the existence
of gene pools that can be exploited by means of hybridizations. This strategy causes
combinations that favor the improvement of the species. However, to date, there are
no studies on the compatibility of hybridizations between plants of different origins.
With such a focus, the characterization of F; hybrids can provide targeted selection
of generations or superior genotypes in the breeding phase. The objective of this
study was to evaluate the compatibility of crosses between phenotypically
contrasting and distinct plants, as well as to characterize F; hybrids. In the
germplasm bank of Macatba, BAG - Macatba / UFV, hybridization was carried out
between 2015 and 2017, among materials from the states MG, MS, SP, PA and the
NO region; self-pollination and open pollination. Simultaneously, the
characterization of F1 hybrids from the first crossing year was performed. Two types
of pollination methodology were performed: manual and natural opening of spatula.
The crosses were evaluated: climatic variables and time of artificial pollinations, glue
and production (flowers, fruits and seeds), anatomy of female flowers with artificial
and natural opening of spathes and morphological characterization of seeds. The data
on the crosses and seeds were evaluated by means of descriptive statistics, tukey
mean test and multivariate analysis. The F; hybrids were evaluated using
microsatellite molecular markers for the certification of crosses and study of genetic
diversity. The agromorphological characteristics, speed of appearance of the plumule
and the first leaf, size and number of leaves and characterization of the plumule and
thorn were evaluated in the sowing stage. The molecular and phenotypic
characteristics were analyzed by the UPGMA clustering method. The period of the
pollinations of the hybrids overlapped in the rainy season in all the years with

intrinsic characteristics the origin of the plants. Crosses directed between
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phenotypically contrasting plants of different provenances indicated success in the
compatibility through the new pollination methodology with manual spatter opening.
The manual opening presented viable for pollination through receptivity and
histochemical analysis of female flowers. The seeds presented high diversity related
to the characteristics of the female parent. F; plants were certified as hybrids and
according to genetic diversity, three groups were formed regarding the provenance of
the parents and the types of crossing. The F; presented a high variability between
half-brother and germano being discriminated in seven groups, which differed as to
the development, presence and quantity of spines and coloring of the plumule. The
A7, A18 and A12 hybrids descended from BGP105-P1/MS, stood out for varieties
with little spine and normal development. The F; have variability that can be
explored in the selection phase for generation F> and in the orientation of new
crossings. These results favor the orientation of hybridizations between contrasting
phenotypes and the selection of individuals for breeding. This work is characterized
as a pioneer and brings preliminary studies, indicating the continuity of the same for

evaluations of genetic parameters.
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1. Introducio geral

Este estudo relata os resultados de trés anos consecutivos de hibridacdes de
plantas de macaiba presentes no Banco Ativo de Germoplasma da Universidade
Federal de Vicosa — BAG - Macauba/UFV. Este trabalho constitui de pesquisas
pioneiras, que inferem sobre a compatibilidade de cruzamentos, desenvolvimento de
nova metodologia de polinizagdo e estudos que subsidiardo a exploracdo da
diversidade genética dos primeiros hibridos F; da espécie no programa de
melhoramento de macatba direcionado para obtengao de hibridos.

A macauba se destaca pela qualidade de seu Oleo e pela produtividade que
pode chegar a seis toneladas de 6leo ha™! (Motoike et al., 2013; Navarro-Diaz et al.,
2014). Ela tem potencial produtivo semelhante a mais produtiva oleifera do mundo, a
palma de Oleo (Elaeis guineenses). A macauba produz dois tipos de 6leo — o do
mesocarpo € o da améndoa, com alto teores de 4cido oleico e acido linoleico,
respectivamente. A composicao destes 6leos se assemelha aos 6leos de oliva, coco e
palma de 6leo (Belen-Camacho et al. 2005; Hernandez et al. 2007; Berton et al.,
2014). Além disso, o processamento dos frutos da macaiba gera coprodutos de valor
mercadolégico podendo ser destinados para diversos fins em industrias alimenticias,
farmo-cosméticas e de biodiesel (Padilha et al., 2015).

Da familia Aracaeae, a macaiba € uma palmeira origindria da América
Central e Sul. Sua rusticidade e plasticidade fenotipica a torna passivel de ser
cultivada em climas tropicais savanicos e subtropicais, preenchendo a lacuna
agroecoldgica que limita o cultivo da palma de 6leo nestas regides, por esta ultima
exigéncia. Além disso, a macaiba pode ser cultivada em 4reas de pastagens
degradadas e em consércio com outras culturas.

No Brasil, as populagdes naturais de macatba sdo mais abundantes nos
estados de Sao Paulo, Mato Grosso do Sul e Minas Gerais. O centro de diversidade e
origem se situa em Minas Gerais (Lanes et al, 2015). A dispersdo desta palmeira em
regides com condicdes edafoclimdticas distintas, ocasionou variagcdes morfologicas
dentro da espécie. Parte desta diversidade estd representada na colecio do Banco
Ativo de Germoplasma de Macatiba (BAG- Macauba/UFV) por familias maternas
provenientes de vdérias regides brasileiras. Essa variabilidade resultou na formacao de
pools génicos que podem ser explorados por meio de hibridacdes para avangos no

programa de melhoramento genético da cultura. Entretanto, a macatiba é uma espécie
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ainda em processo de domesticacdo com estudos incipientes na drea de
melhoramento, demandando estudos de hibridacdes assistidas mais direcionados a
etapa per se do melhoramento, concomitantes com a caracterizagdo de genotipos
para selecdo de plantas superiores. A hibridagc@o entre genitores divergentes podera
proporcionar novas combinagdes genéticas resultando em individuos com
variabilidade genética e com caracteristicas desejaveis ao objetivo do programa.

O sucesso da compatibilidade de uma hibridacio € indispensavel, a
compatibilidade contribui para manter e aumentar a diversidade (Zhang et al., 2009).
No entanto, ela pode ser um desafio para programas de melhoramento que buscam a
obtencdo de novas variedades através de hibridacdes dirigidas. Caso haja
compatibilidade, as plantas de macauba de diferentes procedéncias podem subsidiar a
formacdo inicial de combinagdes hibridas desejaveis, contribuindo para a
consolidagdo da cultura. Neste contexto € necessdrio o estudo da compatibilidade de
cruzamentos entre plantas de macatba de procedéncias distintas e caracteristicas
morfoldgicas contrastantes.

Além disso, é desejavel a confirmacao da hibridacdo dos genitores e a andlise
da diversidade genética por meio de marcadores moleculares. O uso de marcadores
para estes fins € uma metodologia confidvel e rdpida por meio de informacdes
precisas ao nivel de DNA (Ferrdo et al., 2015). Os marcadores moleculares sao
importantes para o melhoramento genético auxiliando em estudos de diversidade,
mapeamento genético, confirmacdo e direcionamento de cruzamentos (Missio et al.,
2011). O conhecimento da diversidade genética e a caracterizagdo de hibridos
permitem observar os gendtipos mais contrastantes € promissores para as
caracteristicas desejdveis e pode predizer combinacOes hibridas de maior
heterozigose e efeito heterdtico (Carvalho et al., 2003; Cruz e Carneiro, 2003; Reif et
al., 2005). A caracterizacao fenotipica de hibridos oriundos de fenétipos contratantes
¢ essencial para impulsionar a fase de selecio do programa de melhoramento,
auxiliando na variabilidade genética e na selecdo orientada da espécie. Porém,
também sdo incipientes estudos relacionados a diversidade genética e caracterizacao
de hibridos de macatiba em geracdes de cruzamentos.

Este trabalho objetivou avaliar: a compatibilidade de cruzamentos
divergentes, de plantas de macauba de procedéncia distintas, presentes no BAG -
Macauba/UFV; e a caracterizacdo molecular de hibridos da geracdo Fi oriundos de

genitores de diferentes procedéncias.



2. Revisao de literatura

Potencial agro-ecomdmico

A macauba é uma palmeira oleaginosa e nativa de maior dispersao no territorio
nacional, ocupando uma drea de 11,6 milhdes de hectares (Melo, 2012; Plath et al.,
2016). As populagdes nativas se encontram principalmente nas regido sudeste e
centro-oeste, nos estados de Minas Gerais, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul
e Sdo Paulo (Ratter et al., 2003). Esta planta possui grande importancia
socioecondmica e ecoldgica, pela exploracdo por pequenos produtores e por adaptar
em condicdes edafoclimdticas adversas devido sua rusticidade e plasticidade
fenotipica (Motoike & Kuki, 2009; Abreu et al., 2011). A macaiba tem potencial
para se inserir em habitats distintos e com possibilidade de insercdo em 4reas
agricolas sem causar mudancas no uso da terra (Manfio et al., 2010; Laviola et al.,
2011; Lanes et al., 2015).

Esta palmeira se destaca com estimativa de producdo de até seis toneladas de
6leo ha! (Motoike et al., 2013; Navarro-Diaz et al., 2014). A macaiiba se assemelha
a maior cultura oleifera do mundo, a palma de 6leo (Elaeis guineenses), devido seu
potencial produtivo (Roscoe et al., 2007; Pires et al., 2013). Entretanto, a palma de
Oleo possui dreas limitantes de cultivo, devido a sua exigéncia climdtica a altas
precipitacdes, se restringindo a areas tropicais umidas (Cardoso et al., 2017). Em
contrapartida, a macauba & passivel de ser cultivada em climas tropicais savanicos e
subtropicais, podendo preencher a lacuna das dreas de cultivo da palma de dleo
nestas regioes.

Os principais produtos da macauba sdo dois tipos diferentes de Oleos, o
extraido do mesocarpo (polpa) e o da semente (améndoa), com potencial uso nas
inddstrias alimenticias, oleoquimicas e de biodiesel (Teixeira, 2005; Lorenzi, 2006).
Estes 6leos possuem composi¢do distinta, com potencial para chegar ao consumidor
final de maneiras diferentes, in natura ou com agregacdo do produto (Cardoso et al.,
2018). A principal caracteristica do 6leo da polpa € o alto teor de 4cido oleico, sendo
similar ao azeite de oliva (Berton et al., 2014). Este 6leo possui coloragdo amarelada,
apresenta maior estabilidade oxidativa e operabilidade a baixas temperaturas (Silva
et al., 1986; Berton, 2013). J4 o do 6leo da améndoa, predomina o 4cido linoleico,

sendo similar a composicao do 6leo de coco e da palma de 6leo, que além de atender



a demanda da industria alimenticia, tem emprego principalmente no setor de
farmaco-cosméticos (Belen-Camacho et al., 2005; Hernandez et al., 2007). Este dleo
possui coloracdo claro e € rico em 4cidos graxos saturados de cadeia curta e possui
principalmente o dcido ldurico em sua composi¢ao (Bora e Rocha, 2004; Beltrao e
Oliveira, 2007; Coimbra e Jorge, 2012; Berton, 2013).

Além disso, os residuos sélidos do fruto podem gerar subprodutos de valor
mercadolégico (Padilha et al., 2015). O endocarpo pode ser utilizado como carvao
em caldeiras ou até para a produg¢do de carvao ativado (Rios et al., 2015). A
biomassa pode ser utilizada tanto na producdo de etanol de segunda geracdo, como
cadeia produtiva de bioquerosene para a aviacao (Gongalves et al., 2013; Lanes et al.,
2014;). A torta, assim como os residuos da extracdo do 6leo da polpa e da améndoa,
tem alto teor de proteina, o que permite ser utilizado para a alimentacdo de animais
(Trentini et al., 2016). As tortas fibro-protéicas do mesocarpo e endosperma podem
ser destinadas a nutricdo humana ou animal (Vieira et al., 2012).

A maior parte da exploragdo da espécie ainda depende de atividades
extrativistas (Cardoso et al., 2017). Entretanto, o cultivo comercial da macatba esta
em ascensdo. Atualmente, no Brasil existem trés importantes iniciativas de plantio, a
empresa Entaban Brasil, com producdo de frutos de macatiba em uma érea de 600 ha,
a empresa Solea Brasil, com estimativa de plantio em uma drea de 5000 ha nos
proximos cinco anos € a empresa alema Inocas que atualmente esta plantando 2000
ha de macatba no estado de Minas Gerais, por meio de um projeto financiado pelo

Banco Interamericano Banco de Desenvolvimento (Colombo et al., 2018).

Aspectos gerais

A macauiba € pertencente a familia Areaceae e habita dreas subtropicais e
tropicais da América Latina, em regides entre temperaturas entre 15° a 35° C, 1500 a
2000 mm de precipitagdes, e altitudes de 150 a 1000m ( Motta et al., 2002; Manfio et
al., 2012; Cardoso et al., 2017). A planta possui um estipe que pode atingir até 15 m
de altura, coberto por espinhos com cerca de 10 cm de comprimento, e peciolos que
permanecem aderidos por longo periodo (Brito, 2013). Sua principal caracteristica é
a presenca de espinhos longos e pontiagudos na regido dos nés (Lorenzi, 2006). As
folhas sdo pinadas com comprimento variando de 0,75 a 2 metros, apresentando

foliolos de cada lado e pode conter numerosos actleos (Arboles, 2005; Brito, 2013).



A floragdo ocorre na estagdo chuvosa em populacdes naturais da regido
sudeste (Brito, 2013). Sua inflorescéncia ¢ em espadices de tons amarelados,
pendentes, variando de 80 a 130 cm de comprimento e protegidas por uma espata
revestida de actleos (Brito, 2013). As inflorescéncias possuem flores pequenas,
monoicas, onde as flores masculinas distribuem-se na parte distal e as femininas na

parte proximal da inflorescéncia no cacho (Figura 1).
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Figura 1. Espata floral, raquilas e flores de Macatba. (A)
Espata floral; (B) Flor masculina em antese; (C) Flor
feminina e (D) Raquilas, com flores pistiladas na porg¢do
basal e estaminadas na por¢do restante; rdquila superior com
flores masculinas em antese e inferior em pré-antese. (Fonte:
Brito, 2013 e prépria).

As inflorescéncias apresentam protoginia. Em relacdo a viabilidade, as flores
pistiladas apresentam se receptivas desde o momento de abertura da espata com
permanéncia de 15 horas, em plantas de procedéncias de Minas Gerais (Brito, 2013).
A polinizac¢do ocorre principalmente por besouros, com o vento desempenhando um
papel secundério. Os principais polinizadores pertencem ao grupo de Curculionidae,
Nitidulidae e Escarabaeidae (Montoya, 2015).

O sistema reprodutivo desta espécie € classificado como predominantemente
al6gamo, com baixas taxas de autofecundacdo (s” < 20%) (Lanes et al., 2016).

Entretanto, alguns pesquisadores classificam como uma espécie de sistema misto



com niveis intermedidrios de autofecundagdo (20 < s™ < 80%) (Scariot et al., 1991;
Nucci et al., 2008; Abreu et al., 2012).

Os frutos sdo drupas globosas, com epicarpo liso, de coloracdo marrom-
amarelada. O mesocarpo € uma polpa fibrosa de coloracdo amarelada, mucilaginosa,
rica em glicerideos, comestivel. O endocarpo € rigido, de coloracdo escura, em sua
parte interna pode conter de uma a trés sementes oleaginosas, comestiveis e recoberta
por uma fina camada de tegumento (Scariot et al., 1991). Entretanto, estudos revelam
que existem variabilidade nas propor¢des e composicao dos constituintes dos frutos,
isto é, exocarpo, mesocarpo, endocarpo e améndoa.

Pesquisadores tem relatado abortamento prematuro de frutos, de modo
aleatdrio, em cachos de plantas de macauba, reduzindo a produtividade. Porém, esse
abortamento ainda ndo possui uma causa definida at¢ o momento. O abortamento
prematuro dos frutos de macatba pode ser atribuido a baixa disponibilidade ou
deficiéncia dos polinizadores ou ser uma causa possivel de carga mutacional
excessiva (Husband & Schemske, 1996; Wilcock & Neiland, 2002). A presencga da
depressao endogimica em macauba também pode ser considerada uma das causas

para acontecimento do abortamento (Simiqueli et al., 2018).

TaxonOmia

A grande variacdo fenotipica, especialmente as caracteristicas morfoldgicas,
entre plantas de diferentes procedéncias, demostra uma provavel influéncia da
interacdo gendtipo x ambiente. Porém, esta mesma diversidade fenotipica ¢é
responsavel pela conflituosa identidade taxon6mica da macauba, a qual corrobora
com Lima et al. (2018), que relata nao haver consenso sobre a taxonomia adotada.
Nos respeitados institutos botanicos ainda falta uma identidade taxondmica definitiva
para a macauba, para esclarecer se os fendtipos da macaiba brasileira sdo ecétipos,
subespécies ou espécies diferentes da Acrocomia.

Os pesquisadores Henderson et al. (1995), adotado neste estudo, reconhecem
a existéncia de duas espécies do género Acrocomia, a A. aculeata (com mais de 150
sinonimias) e a A. hanseleri. Bailey (1941) reconheceu 25 espécies; Lodd. ex Mart.
(1834), 37 nomes sinonimizados e A. hassleri (Barb. Rodr.); W.J. Hahn (1991)

quatro sinonimizadas nomes; e Lorenzi et al. (2010) descreveu seis espécies



ocorrendo no Brasil: A. aculeata, A. emensis, A. glaucescens Lorenzi, A. hassleri, A.
intumescens Drude e A. rotai Mart (Lima et al. 2018).

Apesar dos conflitos sobre a nomeclatura, Lorenzi et al. (2010) considerou
trés espécie para fins comerciais: A. aculeata, A. intumescens e A. totai. As trés
espécies ndo ocorrem ha mesma regido e apresentam caracteristicas diferentes. As
populacdes nativas de A. aculeata, apresentam elevado teor de dleo, ocorre nas
regides sudeste e central de Brasil. A. intumescens é uma espécie tipica do norte e
nordeste brasileiro e A. totai ocorre em outros estados da regido central do Brasil e

no Paraguai (Silva, 2007).

Banco de germoplasma e de melhoramento genético da Macauba -UFV

O Banco Ativo de Germoplasma de Macaiba (BAG - Macauba/UFV),
Registro n° 084 -2013/CGEN/MMA, da Rede Macaiba de Pesquisa da Universidade
Federal de Vigcosa (REMAPE/UFV), foi implantado, em 2009, na Estacdo
Experimental do municipio de Araponga-MG e nas dependéncias do Setor de
Fruticultura - UFV localizada em Vigcosa-MG. O municipio de Araponga estd situado
a 20°°04°01” de latitude Sul e 42°31°15” de latitude Oeste, a uma altitude média de
918 metros (Castro Neto & Silveira, 1981). O clima da regido é do tipo Cwb,
subtropical de altitude, com inverno seco e verdo ameno € chuvosos (mesotérmico),
segundo a classificacao de Kdeppen.

O BAG — Macatiba ocupa uma drea total de aproximadamente 4 hectares,
sendo composto por seis glebas, que se diferenciam por ano de plantio. No inventario
2017/2018, contabilizou-se 304 acessos genéticos, totalizando 1255 plantas. A
colecdo € constituida por familias maternas provenientes de vérias regides brasileiras.
O conjunto de acessos possui uma ampla variabilidade fenotipica, e € um recurso
para suporte do inicio do melhoramento genético (Manfio, 2010; Manfio et al.,
2012). O BAG — Macauba se destaca como o maior banco de germoplasma de
recursos fitogenéticos de macauba registrado no mundo (Coser, 2016).

O banco proporcionou a concretizagdo de diversos estudos, gerando
informacdes importantes nos topicos, a citar:

- Brito (2009): biologia reprodutiva e conservacdo de pdlen em populagdo

nativa para subsidio do programa genético;



- Manfio (2010): variabilidade genética de caracteres fenotipicos, estimagao
da diversidade genética e repetibilidade da avaliagdo de matrizes de macauba;

- Montoya (2013): caracterizac@o do desenvolvimento e o padrdo temporal do
actmulo de reservas do fruto de macauba.

- Granja (2014): avaliacdo de progénies de matrizes de A. aculeata de
polinizacdo aberta quanto a inducdo de embriogénese somatica a partir de embrides
zigdbticos;

- Lanes (2014): estrutura populacional, niveis de variabilidade genética,
analise dos parametros do sistema de cruzamento e niveis de depressdo por
endogamia em caracteres vegetativos de familias maternas de A. aculeata
conservados ex situ, utilizando marcadores microssatélites;

- Rueda (2014): diversidade e parametros genéticos por meio da variabilidade
morfoldgica entre progénies de macatba baseada em caracteres quantitativos;

- Fekadu (2015): uso de amplificacdo cruzada de marcadores SSR como uma
alternativa de baixo custo para estabelecer os marcadores SSR, e estudo da
diversidade genética nas colecOes ex situ de germoplasma da A. aculeata coletadas
de diferentes procedéncias no Brasil;

- Nascimento (2015): avaliagdo dos efeitos da variagdo da umidade e
temperatura em grdos de podlen armazenados e adaptacdo de metodologia de
polinizacdo controlada, através do uso de diferentes doses de pdlen e do agente
dispersor (talco);

- Coser (2016): caracterizagdo dos acessos afim de selecionar acessos
potencias que rednam caracteristicas a serem agregadas ao idedtipo final
correspondente as necessidades do produtor e as demandas dos mercados potenciais
para a espécie;

- Costa (2016): parametros genéticos dos caracteres fisicos dos frutos, teor e
producdo de 6leo, inferindo sobre a diversidade genética, realizando o agrupamento e
selecdo dos acessos de macauba;

- Simiqueli (2016): depressdao endogamica em caracteres vegetativos e
produtivos, correlagdes, valores e parametros genéticos e populacionais e o efeito da
estruturacdo em populagdes na acurdcia da avaliacdo genética;

- Pires (2017): diversidade morfofisiolégica, anatdmica e genética entre

populacdes de macauba procedentes de diferentes biomas;



- Nascimento (2018): estabelecimento de um protocolo, para obtencdo de
clones, de calogénese in vitro a partir de foliolos imaturos de plantas adultas de

macauba.

Variagado fenotipica de plantas de macatba no BAG - Macaiba/UFV

A macauba, presente em todo territério nacional, tem maior densidade de
populacdo nos estados de Sao Paulo (SP), Mato Grosso do Sul (MS) e Minas Gerais
(MG). A regido sudeste € considerada um centro de origem e diversidade da espécie
(Lanes et al., 2015).

Essa dispersdo em regides com condi¢des edafocliméticas por vezes
contrastantes, ocasionou variacdoes morfoldgicas dentro da espécie (Figura 2). Um
estudo de diversidade realizado por Rueda (2014), mostra que esta dispersdo foi
suficiente para formacdo de grupos com caracteristicas que se diferem quanto a
origem geografica. Segundo este estudo em plantas de SP e MG, presentes no Banco
ativo de Germoplasma - BAG - Macauba/UFV, as caracteristicas que abrangem a
arquitetura e densidade da copa, presenca de espinhos na rdquis, altura do dpice até
base da planta e o indice de 4rea foliar, sdo marcantes e importantes para demostrar a
estabilidade das caracteristicas fenotipicas frente as condicdes de cada regido.

Estudos que comprovam alta diversidade genética no BAG - Macauba/UFV
foram base para realizar observagdes quanto as variagdes fenotipicas das plantas do
banco. Caracteristicas morfoagrondmicas contrastantes foram notadas em plantas de
procedéncias dos estados de MG, MS e SP e das regides geograficas NE e NO
(Tabela 1). Tais observagdes corroboraram para o direcionamento do programa de

melhoramento genético com foco na obtengdo de hibridos.

Aspectos sobre hibridacao e caracterizagcdo de hibridos

O sucesso de um programa de pré-melhoramento depende do conhecimento
da quantidade de variacdo nas espécies de interesse (Cruz et al., 2011). Estudos de
avaliacdo da variabilidade e herdabilidade existente entre os acessos do BAG -
Macauba/UFV, realizados por Costa (2016), demostrou a presenca de diversidade
genética em relacdo ao cardter producdo de 6leo, aplicavel a selecdo de genitores

elites. Adicionalmente, Domiciano et al. (2015) identificaram a existéncia de pools
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génicos entre os gendtipos da colecdo da Embrapa Cerrados em relagdo as colecdes

da UFV e Epamig. Estas informac¢des geram respaldo para explorar as hibridac¢des

controladas.

Figura 2. Plantas de procedéncias da regido Norte (A)
e dos estados de Sao Paulo (B), de Minas Gerais (C) e

de Mato Grosso do Sul (D).

Tabela 1. Caracteristicas morfoagronomicas de plantas presentes no BAG Macatba de

procedéncias distintas.

Caracteristicas Procedéncias
morfoagrondmicas Minas Gerais Mato Grosso Para Sao Paulo
(MG) (PA) (SP)
Altura +++ +++ 4+
Densidade da copa ++++ ++++ ++
Peciolo
remanescentes +++ ++ +
aderidos ao estipe
Espinhos ++++ +++ +
Tamanho das espatas ++++ +++ +
Tamanho dos frutos +++ -+ ++

Fonte: Adaptado das referéncias Rueda (2014) e Lanes (2015) e de observagdes de campo no BAG — Macatba.
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O conhecimento da diversidade genética entre um grupo de genitores pode
predizer combinacdes hibridas de maior heterozigose e efeito heterético (Carvalho et
al., 2003; Reif et al., 2005). A hibridacdo entre grupos divergentes de genitores
quanto caracteristicas morfoldgicas apresentam uma maior chance de sucesso para
identificar progénies e cruzamentos com potencial para obter populacdes segregantes
(Oliveira et al., 2007; Nascimento et al., 2014). Diante da extensa divergéncia de
caracteristicas morfoldgicas e de producdo de Oleo entre os acessos do BAG -
Macaiba/UFV, o cruzamento entre plantas de procedéncias distintas € factivel para
inicio da etapa de obtenc¢do de hibridos (Oliveira et al., 2007).

A obtencdo de plantas com caracteristicas agronomicamente desejaveis, em
programas de melhoramento genético, baseia se em hibridagdes direcionadas e
selecdo de gendtipos (Techio et al., 2006). A hibridacdo ocorre pela fusdo de células
reprodutivas geneticamente diferentes, gerando hibridos heterozigéticos para um ou
mais locos (Borém, 2013). A polinizacdo direcionada pode proporcionar frutos
maiores e de qualidade, estabilidade na producdo, mantendo a variabilidade genética.
Essa estratégia contribui para a resisténcia as mudancas ambientais (Classen et al.,
2014).

Para sucesso de uma hibridacdo, € necessdrio conhecimento prévio da
biologia floral, viabilidade do pdlen, presenca de polinizadores e sobre o sistema
reprodutivo. A fase reprodutiva € a mais susceptivel, podendo ser afetada por fatores
externos abidtico e bidtico (Fisch, 2000; Losada et al., 2014). Um exemplo € a
temperatura, que pode retardar o crescimento do tubo polinico, se forem baixas, ou
desidratar a superficie do estigma, se forem altas, interferindo na receptividade e
germinagdo do grao do pdlen (Moreira, 2008; Crassweller, 2015). Barreiras de pré-
fertilizagdo, como interacdo pdlen-estigma, influéncia no sucesso reprodutivo, assim
como, as poés-fertilizacdo, como a morte do embrido devido a degeneracdo do
endosperma, e a esterilidade total ou parcial das plantas hibridas. (Pereira et al.,
2010; Freitas, 2014).

As hibridacdes podem ser invidveis também devido a presenca de
autoincompatibilidade (AI) que € muito frequente em plantas aldgamas. A Al é um
mecanismo que impede que plantas produtoras de gametas masculinos e femininos
funcionais produzam sementes quando polinizadas (Bruckner et al., 2005). A

autoincompatibilidades pode ser devida a diferencas nas estruturas florais:
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heteromérficos ou homomorficos, e pelo controle genético do grao de pdlen pelo
gene S: gametofitico ou esporofitico (Bruckner et al., 2005).

O sucesso e compatibilidade de um cruzamento geram hibridos que sdo
importantes em um programa de melhoramento, para etapas de selecdo, avaliagdo e
recomendacdo. A caracterizagdo dos hibridos obtidos permite identificar genétipos
promissores, passiveis de integrar os programas de melhoramento genético ou de
serem recomendadas aos produtores para cultivo (Silva et al., 1999). A fase de
caracterizacdo determina a diferenciacdo, a utilidade, estrutura e variabilidade
genética, descrevendo assim, atributos qualitativos e quantitativos que vao distinguir
os materiais e relaciond-los em grupos. Os caracteres avaliados podem ser
quantitativos ou qualitativos, essa divisdo se dd mediante a caracteristica ser
controlada por muitos ou poucos genes (Silva, 2005). Diferentes niveis de
caracterizacdo sdo possiveis entre eles: morfoagrondmica, bioquimica e molecular
(Gongalves, 2013). A divergéncia genética permite observar 0s acessos mais
contrastantes para as caracteristicas desejaveis e até mesmo duplicatas (Cruz e

Carneiro, 2003).

3. Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi avaliar a compatibilidade de cruzamentos divergentes,
de plantas de macatba de procedéncia distintas, presentes no BAG - Macatba/UFV
da Rede Macaiba de Pesquisa da UFV. Adicionalmente, caracterizar a diversidade
dos hibridos F; oriundos destes cruzamentos.

Os objetivos especificos encontram-se distribuidos em dois capitulos, a

seguir:

a) Capitulo 1: Caracterizacdo de hibridos F1 obtidos de cruzamentos

dirigidos entre plantas de macaiba

Este estudo visou responder os questionamentos: (1) os cruzamentos entre
plantas de procedéncias geograficas distintas proporcionam aumento na variabilidade
genética da espécie?; (2) a variabilidade destes hibridos Fi, na fase juvenil, gera grupos
de caracteristicas morfoldgicas diferentes com aspectos agrondmicos desejaveis? Foram

realizadas avaliagdes por meio de marcadores moleculares e dos caracteres
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agromorfoldgicos em plantulas em desenvolvimento até o sexto més da fase de muda.
As informagdes deste capitulo inferem sobre a possivel presenca de pools génicos
no banco de germoplasma dos genitores. A variabilidade existente determinou
classes com caracteristicas que podem ser indicados para fase de selecio no

melhoramento genético da espécie.

b) Capitulo 2: Cruzamentos dirigidos: compatibilidade entre macaiba de

diferentes procedéncias

Este capitulo teve como objetivo responder as seguintes questdes: (1) o
cruzamento entre plantas fenotipicamente contrastantes e de procedéncias distintas
€ viavel para producdo de hibridos de macauba?; (2) a metodologia de poliniza¢do
influéncia no pegamento de frutos?; (3) existem diferencas anatdomicas entre as
flores femininas no momento da abertura manual e natural da espata?? Para
tanto, foram realizadas autofecundacdes e hibridagdes direcionadas. Flores
femininas foram coletadas no momento da abertura manual e natural da espata na
polinizacdo. Foram disponibilizadas informacdes, decorrentes de trés anos

consecutivos, sobre os cruzamentos dirigidos e a metodologia de polinizacao.

4. Metodologia Geral

O experimento foi realizado no BAG - Macauba/UFV com hibrida¢oes entre
os anos de 2015 a 2017, conforme metodologia geral em esquema na Figura 3. Os
cruzamentos dirigidos foram entre genitores de acessos de procedéncias distintas. A
escolha dos genitores foi embasada, conforme observacdao de campo, nos fenotipos
contrastantes, quanto as caracteristicas agrondmicas desejaveis, incluindo presenca e
quantidade de espinho, altura, producao de frutos, produtividade de 6leo, e quanto as
regides de procedéncias.

Nos procedimentos de hibridagdes, a coleta do pdlen foi feita somente quando
um ter¢o das flores masculinas estavam em antese. O pdlen coletado foi armazenado
em placas de Petri na geladeira até o momento das polinizacdes. O teste de
viabilidade do pdlen foi realizado utilizando a técnica de coloragdo com tetrazdlio
1%. O processo de polinizacdo manual foi efetuado no momento em que a flor

feminina se encontrava vidvel, o qual corresponde ao dia de abertura da espata
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(Brito, 2019). Utilizou se propor¢do (ou mistura) de 0,6g pélen com 3g de talco,
descrita por Nascimento (2015), para polinizacdo dos cachos. Tanto para coleta de
pélen quanto para hibridacdo, as espatas encontravam-se previamente isolada em
sacos de organzas (Figura 3). Ap6s a polinizacdo manual foi mantido por alguns dias
as espatas isolas nos sacos de organzas.

O acompanhamento do desenvolvimento dos frutos ocorreu até o periodo de

colheita de frutos maduros.

Figura 3. Iconogrifico das etapas do estudo. (a) espata; (b)
espata ensacada; (c) pélen; (d) espatas durante o processo das
hibrida¢des; (e) flores femininas em antese; (f) pagamento das
flores; (g) frutos em estddio de maturacdo; (h) sementes em pré-
germinacdo; (i) emissdo do hipocétilo; (j) plumula; (k) mudas de
macauba; (1) muda plantada no BAG Macatba. 2018.
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CAPITULO 1

Caracterizacio de F1 obtidos de hibridacoes entre plantas de macaiba de
procedéncias distintas

Resumo - A macatiba se distingui com caracteristicas fenotipicas dependendo de sua
procedéncia, sugerindo a existéncia de pools génicos. Essa diversidade pode ser
explorada por meio de hibridacdes para obteng¢do de hibridos Fi com variabilidade e
caracteristicas desejdveis ao melhoramento da espécie. A caracterizacio de hibridos é
essencial em programas de melhoramento genético para etapa de selecdo e orientacao
de novos cruzamentos. A macatba, em processo de domesticacdo, estd em inicio da
fase de hibridacdes no programa de melhoramento genético no Banco Ativo de
Germoplasma, BAG-Macauba/UFV. A caracterizacdo, usando dados morfoldgicos e
moleculares de progénies provenientes de populacdes naturais e de hibridos F; sao
incipientes para essa espécie. No entanto, essas informacdes impulsionam a
importancia desta pesquisa na drea de melhoramento genético. Com intuito de
fornecer subsidio ao programa, foi realizada a caracterizacdo dos hibridos de
macatba oriundos de plantas de procedéncias distintas. Este estudo pioneiro
objetivou caracterizar hibridos (F;), por meio de marcadores moleculares e caracteres
morfoagrondmicos, obtidos de cruzamentos entre genétipos de procedéncias de
Minas Gerais, Mato Grosso do Sul e Sdo Paulo, presentes no BAG - Macauba/UFV.
A certificacdo de cruzamento, identificacdo do genitor masculino e andlise da
diversidade genética foram realizados com base em marcadores microssatélites SSR,
mediante andlise da genotipagem, do teste de exclusdo do genitor masculino e do
dendograma gerado através de método de agrupamento UPGMA. Os F; foram
submetidos as avaliacOes de: velocidade de surgimento da plimula e da primeira
folha, tamanho e quantidade de folhas, caracterizacdao da plimula e espinho, na fase
de plantula a muda. As médias para as caracteristicas avaliadas foram submetidas a
técnica exploratéria multivariada de agrupamento, utilizando o método UGPMA.
Observou-se que todos os Fi sdo provenientes de hibridagdes. A analise com base em
dados moleculares agrupou os hibridos e os genitores quanto as procedéncias e os
tipos de cruzamento. Em relacdo as caracteristicas morfoagrondmicas, os Fi
apresentaram alta variabilidade e foram discriminados em sete classes, que se
diferiram quanto ao desenvolvimento, coloracdo da plumula, presenca e quantidade

de espinhos. Houve diversidade genética nos hibridos Fi, entre meio irmaos e
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germanos. As progénies Al2, A7 e A18 dos BGP105-P1/MS e BGP27/MG se
destacaram com potencial para serem selecionadas para novas geragdes com
desenvolvimento normal e baixa presenga de espinhos. Tais resultados favorecem a
selecdo de individuos e orienta¢do de hibridagdes para o programa de melhoramento
da espécie. Este trabalho se caracteriza como estudo preliminar, sendo essencial a
continuidade do mesmo e aumento da populacdo efetiva para avaliacdes de

parametros genéticos.

Palavras-chaves: cruzamento, diversidade, marcadores moleculares.
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Characterization of F1 obtained from hybrid among macaw plants of different

procedures

Abstract — The macaw was distinguished with phenotypic ones depending on its
origin, suggesting a existence of gene pools. This diversity can be exploited to
generate vibrations for the choice of F; with variability and desirable characteristics
for breeding of the species. The characterization of hybrids is essential in better
genetic programs for the first stage and the orientation of new crosses. The macaw,
in process of domestication, is at the beginning of the hybridization phase in the
breeding program at the Germoplasma Bank, BAG-Macatba/UFV. The
characterization, using morphological and molecular data of progenies from natural
and hybrid F; populations are incipient for this species. However, this information is
driven by research in the area of breeding. In order to provide subsidies to the
program, a characterization of the macaw’s hybrids from plants of different origins
was carried out. The objective of this study was to characterize the F; hybrids,
through their molecular and morphogronomic characteristics, obtained from genetic
crosses from. Crossbreeding certification, male parent identification and genetic
diversity analysis were performed based on SSR derived microsatellites, through
analysis of genotyping, exclusion of the male genitor and the dendogram using the
UPGMA clustering method. The F; were evaluated with: growth of plain and first
leaf, size and number of leaves, characterization of plumule and thorn, in the
seedlings phase. The means for the units were submitted to the exploratory
multivariate grouping technique, using the UGPMA method. It has been observed
that all F; are from hybridizations. Data analysis was developed and shared with the
parents as to the provenances and the types of crossing. Regarding the
morphoagronomic characteristics, the F; were highly varied and were discriminated
in seven classes, which differed in relation to development, staining of the presence,
presence and quantity of spines. There are genetic diversity an Fi hybrids, between
half brothers and germans. The A12, A7 and A18 are progenies of BGP105-P1/MS
and BGP27/MG were highlighted as potential for new generations with normal
development and low presence of spines. These results favor the selection of
individuals and hybridization guidelines for the species breeding program. This work
presents as a preliminary study, being essential the continuity of the same and

increase of the population for evaluations of genetic parameters.
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Key-words: variability, crossing, molecular markers.
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1. Introducao

A palmeira oleaginosa macatba se assemelha a espécie oleifera mais
produtiva, a palma de 6leo (Elais guinensis), devido seu potencial em produtividade
e qualidade de 6leo (Motoike and Kuki; 2009; Pires et al, 2012; MAPA, 2015). A
palmeira macatba possui importancia pelo potencial produtivo de 6leo, exploracdo
por pequenos produtores e pela caracteristica de se adaptar a condigcdes
edafoclimaticas adversas (Motoike & Kuki, 2009; Abreu et al., 2011). Essas
caracteristicas fazem da macatiba uma alternativa de producdo de 6leo em regides de
clima subtropical e/ou savanico, atendendo assim a demanda nestas regides. Estima-
se que a producdo da macatiba possa atingir até seis toneladas de 6leo ha™! (Motoike
et al., 2013; Navarro-Diaz et al., 2014). O 6leo do fruto da macadba tem duas origens
distintas: o do mesocarpo, com alto teor de acido oleico, e o da améndoa, onde
predomina o dcido linoleico (Berton et al., 2014; Lorenzi, 2006; Teixeira, 2005).
Ambos com emprego nos setores alimenticios, farmaco-cosméticos e de biodiesel
(Belen-Camacho et al. 2005; Hernandez et al. 2007).

A macatba € uma palmeira nativa de maior dispersdao no territorio nacional,
ocupando uma area de 11,6 milhdes de hectares (Plath et al., 2016; Melo, 2012). As
populacdes nativas se encontram principalmente nos estados de Minas Gerais, Goiés,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Sdo Paulo (Ratter et al., 2003). Esta ampla
dispersdo da macauba, povoando regides com condicdes edafoclimdticas por vezes
contrastantes, ocasionou variagdes morfoldgicas dentro da espécie (Ciconini et al.,
2013). Esta diversidade morfoldgica estd representada na cole¢do do Banco Ativo de
Germoplasma de Macauba (BAG - Macauba/UFV) da Universidade Federal de
Vigcosa por familias maternas provenientes de vdrias regides brasileiras e foi
comprovada pelo estudo de Rueda (2014).

Em processo de domesticagdo, a instalacdo e a manutencao da diversidade no
BAG - Macauba/UFV foi a primeira etapa para dar suporte ao programa de
melhoramento e de conservacdo genética da palmeira (Lanes, 2014). Até o momento,
foram obtidos avangos substanciais na caracterizacdo fenotipica (fases juvenil e
reprodutiva) dos acessos, no entanto o programa de melhoramento da macatba ainda
carece de estudos referentes a obtencdo e a caracterizagdo de hibridos. Estudos de
avaliagdo da variabilidade e herdabilidade existente entre os acessos do BAG -

Macauba/UFV, demostrou a presenga de diversidade genética em relagdo ao carater
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producdo de Oleo, aplicdvel a selecdo de genitores elites (Costa et al., 2018). Por
meio de cruzamentos direcionados de genitores contrastantes € possivel aprimorar as
caracteristicas agronomicamente desejaveis para o manejo da cultura e obtencdo de
hibridos de macatiba com alta produtividade.

Nos processos de hibridacdao € desejavel a certificagdo de cruzamento e
autofecundagdo por meio de marcadores moleculares. O uso dos marcadores para
estes fins € uma metodologia confidvel e rdpida, por meio de informacdes precisas ao
nivel de DNA (Ferrdo et al., 2015). Esta técnica permite a confirmacdo dos genitores
dos supostos hibridos e autofecundacdes em estdgios iniciais de desenvolvimento,
assim como apontar a existéncia de genitores masculinos nao identificados (Faleiro
et al., 2003, Grattapaglia et al., 2004). Além disso, os marcadores moleculares sdo de
grande utilidade para o melhoramento genético, pois auxiliam em diversos estudos,
como na diversidade genética e direcionamento de cruzamentos (Missio et al., 2011).
O conhecimento da diversidade genética permite observar os gendtipos mais
contrastantes e promissores para as caracteristicas desejdveis e pode predizer
combinacdes hibridas de maior heterozigose e efeito heterdtico (Carvalho et al.,
2003; Cruz e Carneiro, 2003; Reif et al., 2005). A caracterizacdo fenotipica de
hibridos oriundos de gendtipos contratantes é essencial para impulsionar a fase de
selecdo do programa de melhoramento, auxiliando na variabilidade genética e na
selecdo orientada da espécie.

A obten¢do de hibridos provenientes de cruzamentos entre acessos elites e de
procedéncias distintas é essencial para impulsionar o programa de melhoramento da
macauba. Isto proporcionard aumento da variabilidade nas geracdes de hibridos,
resultando na caracterizagcdo e na selecdo orientada do programa. Porém, ainda sdo
incipientes estudos relacionados a diversidade genética e caracterizagdo de hibridos
de macatba.

Neste contexto, este estudo pioneiro teve como intuito avaliar e caracterizar
hibridos F; obtidos de cruzamentos dirigidos entre plantas de macauba de diversas
procedéncias, por meio de marcadores moleculares e caracteres morfoagrondmicas

na fase juvenil.

2. Material e Métodos

2.1 Hibridagdes entre acessos de Macauba
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No BAG foram realizados cruzamentos direcionados conforme metodologia
geral (vide Metodologia geral - Figura 3).

Os cruzamentos realizados foram entre: (1) acessos BGP8-P4 ¢ BGP105-P1
como genitores femininos, e os acessos BGP27, BGP31, BGP36-P1, BGP64-P9,
BGP70-P7 e BGP74-P1, possiveis genitores masculinos; (2) BGP50-P8, genitor
feminino e BGP115, plantas P1, P2 e P3, como possiveis genitor masculino; (3)
BGP47, plantas P1, P2 e P3, possiveis autofecundagdes (Figura 1 e Tabela 1). As
sementes, potenciais Fi, oriundas dos cruzamentos-ensaios, foram germinadas de
acordo com o protocolo estabelecido por Motoike et al. (2007). As sementes pré-
germinadas, foram semeadas em tubetes com substrato comercial e mantidas em casa

de vegetacdo com controle de umidade e temperatura até o transplantio das mudas.

Possiveis genitores
masculino ()

Possiveis genitores

Genitor feminino (%) masculino ()

Genitor feminino (%)

MSQ X MGS MGg X MS5
MG MS
MS BGP27*  BGP70-P7 MG BGP115 - P1
BGP105 BGP31*  BGP74-Pl BGP50 BGP11S - P2
Pl BGP36 - Pl BGP64 - P9 P8 BGP115 - P3
MGgo x MGy SPo
MG SP¢ SPS$
MG BGP27*  BGP70-P7 BGP47 - P1 BGP47 - P1
BGPS BGP31*  BGP74 - Pl BGP47 - P2 BGP47 - P2
P4 BGP36-P1 BGP64 - P9 BGP47 - P3 BGP47 - P3

Figura 1. Cruzamentos entre os genitores e suas respectivas procedéncias.
*Acessos situados em drea de bordadura no BAG - Macatba/UFV. **Numero da planta referente ao
acesso BGP. ¥ Sementes provenientes de possiveis autofecundagdes.

2.2 Extracdo de DNA e andlise de microssatélites SSR para certificagcdo dos
cruzamentos

Para a certificagdo de cruzamento e identificacdo do genitor masculino, foi
extraido o DNA de cada potencial hibrido F; e dos genitores potenciais. Amostras
foliares foram coletadas, acondicionadas em nitrogénio liquido e armazenadas em
ultrafreezer -80°C no Laboratério de Biotecnologia e Melhoramento Vegetal do
Departamento de Fitotecnia da UFV. Posteriormente, o DNA gendmico foi extraido
com brometo de hexadeciltrimetilamoénio (CTAB), conforme protocolo modificado

por Lanes et al. (2013), quantificados pelo espectrofotometro (260 e 280 nm)
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utilizando o equipamento Multiskan e diluidas para concentrag¢io de 10ng ml™'.

Tabela 1. Acessos e suas referentes procedéncias, utilizados como genitores
nos cruzamentos entre plantas de macaiba para obtencdo de F.

Genitores* Origem Latitude Longitude
BGP8 Minas Gerais (MG) S 20°38°57”’ W 44°18°5”
BGP27 Minas Gerais (MG) S 19°56°28”’ W 45°41°34”
BGP31 Minas Gerais (MG) S 18°19°48” W 45°6°28”°
BGP36 Minas Gerais (MG) ND** ND#**
BGP47 Sao Paulo (SP) S 22°29°13” W 50°46°20”
BGP50 Minas Gerais (MG) S 19°10°7” W 45°29°25>
BGP6o4 Minas Gerais (MG) S 19°31°15” W 46°31°45”°
BGP70 Minas Gerais (MG) S 21°8°54” W 44°14°31”°
BGP74 Minas Gerais (MG) S 17°57°39” W 45°42°11”°
BGP105 Mato Grosso do Sul (MS) S 21°28°42” W 55°61°03”
BGP115 Mato Grosso do Sul (MS) S 20°53°05” W 55°51°50”

*Acessos BGP do BAG - Macaiba/UFV. **Sem identificagdo das coordenadas geogréficas.

As amostras foram amplificadas utilizando o método PCR (reacdo em cadeia de
polimerase) em termociclador com marcadores moleculares microsatélites (SSR)
(Tabela 2). O volume final de cada reacdo foi de 20 ul, contendo 60 ng de DNA
genOmico, tampao de reacdo 1x, ImM de MgCl,, 0,ImM de cada dANTPs, 10uM de
cada primer (foward e reverse) e 1U de Taq DNA polimerase. O termociclador foi
programado para desnaturagdao de 94°C por 5 min; 10 ciclos de touchdown de 94°C
por 40 seg, 56°C por 40 seg (diminuindo 0,3 °C em cada ciclo) e 72°C por 0,40 min;
30 ciclos de desnaturagdo de 94°C por 40 seg, temperatura de anelamento do primer
especifico (Tabela 2) por 40 seg e 72°C por 40 seg; e extensao final de 72°C por 15
min. Posteriormente, o material foi desnaturado em solucao de azul de bromofenol e
separado por eletroforese vertical em gel desnaturante de poliacrilamida (6,0%, w/v)
e corado em solucdo de prata.

Os marcadores moleculares microssatélites foram analisados quanto a presenca
de bandas geradas pelos diferentes primers. Os dados moleculares foram submetidos
ao teste de exclusao de genitores masculinos, e agrupados em dendograma por meio
da anédlise de agrupamento utilizando o método da ligacio média entre os grupos -
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean), com base na

distancia euclidiana média, ambos utilizando-se o software Genes.
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Tabela 2. Lista de primer SSR usados para amplificar locus de microssatélites
de macatba.

Foward and Reserve Primer Pares de
L * Tm (°C)**
ocus Sequéncia (5°-3°) bases O

F: GAATGTGCGTGCTCAAAATG
Aacul2 190-202 4
acul2 (3) R: AATGCCAAGTGACCAAGTCC 90-20 >

F: ACTTGCAGCCCCATATTCAG
Aacu26 (4 273-31 4
acu26 (4) R: CAGGAACAGAGGCAAGTTC 3-316 >

F: CAGACTACCAGGCTTCCAGC
Aacuds (7 260-284 4
acu4s (7) R: TCATCATCGCAGCTTGACTC 60-28 >

F: TACTGTTGTGCCAAGTCCCA
Aacu74 (8) R: GAGCACAAGGGGGATATCAA 278-313 33

F: GCATTGTCATCTGCAACCAC
Aac04 (9) R: GCAGGGGCCATAAGTCATAA 258-306 33

F: GCTCTGTAATCTCGGCTTCCT
Aacl2 (10) R: TCCAGTTCAAGCTCTCTCAGC 229247 >4

*Primer utilizados com bases em estudos realizados, em macatba, por Lanes (2014) e Fekadu
(2015). **Temperatura média ideal para cada primer.

2.3. Avaliacdes morfoagrondmicas

Da fase de plantula a muda de macaiba foi monitorado o intervalo de dias do
plantio a emergéncia da plimula, bem como sua coloracio, e a emissdo da primeira
folha. Apdés 60 dias do plantio, as mudas foram transplantadas para sacos de
polietileno (seis litros) com substrato e adubacido conforme Pimentel et al. (2016) e
mantidas em casa de vegetacdo. A avaliacdo do desenvolvimento das plantas foi
realizada mensalmente por seis meses, por meio de medi¢des do nimero e tamanho
de folhas por plantas, e avaliacdo da caracteristica morfoldgica quanto ao local de
presenca e quantidade de espinhos. Os dados referentes a quantidade de espinhos
foram ajustados em uma escala de 0 a 5, que correspondem a: 0 — auséncia; 1 —
pouco; 2 — pouco a moderado; 3 — moderado; 4 - moderado a muito; 5 — muito
(individuo com maior quantidade de espinhos em comparagdo aos demais).

Ap0s o final da coleta de dados estes foram tabulados e submetidos a andlise de
variancia pelo teste F, comparadas pelo teste de médias, ao nivel de 5% de
probabilidade e andlise de agrupamento utilizando o método da ligacdo média entre

os grupos - UPGMA, com base na distancia euclidiana média, utilizando-se o

software Genes.

3. Resultados
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Por meio dos marcadores moleculares, as progénies foram consideradas
hibridos e identificado o genitor masculino dos cruzamentos realizados. Os hibridos
F| apresentaram variabilidade com base em dados moleculares e morfoagrondmicos
na fase juvenil. Os individuos se caracterizaram em grupos distintos quanto a
diversidade. Tais resultados indicam diversidade ocasionada por meio de
hibridacgdes.

Os grupos de cruzamentos com genitores femininos: (1) MS / BGP105-P1
tiveram 25 hibridos e foi usado a nomenclatura A1 a A25 para estes descendentes;
(2) MG / BGP50-P8 tiveram quatro plantas e nomenclatura B26 a B29; (3) MG /
BGP8-P4, um descendente nomeado C30; (4) SP / BGP47, apresentaram trés plantas

e nomenclatura D31 a D33.

3.1 Certificacdo de cruzamento e identificacdo dos genitores masculinos mediante

genotipagem e teste de exclusio

Diante do teste de certificacdo de cruzamentos, as genotipagens das progénies
que apresentaram as marcas dos genitores feminino e masculino foram consideradas
hibridos. Os individuos com auséncia das marcas dos possiveis genitores masculinos
foram considerados hibridos com insercdo de alelos de outra populacdo (Tabela 3).

Os individuos referentes aos cruzamentos entre as procedéncias MG e MS sao
frutos de hibrida¢des, como observa-se nas bandas das amplificacdes dos primers
Aacu45 e Aac 12, exemplificados na Figura 2. A identificacdo dos genitores das
progénies foi mediante a genotipagem, complementada pelo teste de exclusdo de
genitores, apresentada na Tabela 3 e 4.

Conforme Tabela 3, os individuos Al, A3, A4, A6, A7, A10, A13, Al4, Al7,
A18 e A25 sdo irmaos completos descendentes da hibridacdo entre BGP105-P1 e
BGP27; e o A19 descendente do BGP105-P1 ¢ BGP74-P1. O teste de exclusido
ressalta a ndo exclusdo dos genitores: BGP27 para os genodtipos 33 e 34 pelos
primers Aac04 e Aacl2 para tais individuos; e o acesso BGP74-P1 para os genétipos
24 e 44 pelo primers Aac 12 (Tabela 4). Os individuos B26 e D30 sdo provenientes
dos genitores femininos BGP50-P8 e BGP8-P4, e dos genitores masculinos BGP27 e
BGP115 — P2, respectivamente (Tabela 3). De acordo com o teste de exclusdo, o D30

e BGP27 possui as mesmas bandas de amplificagdes de todos os primer em questao;

31



e confirma a ndo eliminacao do BGP115-P2 para o gen6tipo com alelos 34 referentes

ao primer Aac04.

Tabela 3. Certificacio de cruzamento, autofecundacio e identificacdo dos progenitores
dos hibridos F; de interesse para melhoramento genético da macaiba, utilizando
marcadores SSR.

Genitores Indivi Certificacao

ndividuos dos

Procedéncia Feminino Procedéncia Masculino F1

cruzamentos

MG BGP27 Al X

- * A2 X

MG BGP27 A3 X

MG BGP27 A4 X

- * A5 X

MG BGP27 A6 X

MG BGP27 A7 X

- * A8 X

- * A9 X

MG BGP27 Al10 X

- * All X

- * Al2 X

MS BGII)“llOS MG BGP27 Al3 X

MG BGP27 Al4 X

- * AlS5 X

- * Al6 X

MG BGP27 Al7 X

MG BGP27 Al8 X

MG BGP74 -P1 Al9 X

- * A20 X

- * A21 X

- * A22 X

- * A23 X

- * A24 X

MG BGP27 A25 X

MS BGP115-P2 B26 X

BGP50 - * B27! X§

MG P8 - * B28 X

- * B29 X

MG BGP8-P4 MG BGP27 C30 X

BGP47-P1 - * D31 X

SP BGP47-P3 - * D32 X

§ - * D33! X§

* Possui alelos de genitores masculinos ndo identificados. §Possui alelos de genitores ndo
identificados. ! Individuos B27 e D33 foram retirados das amostras por ndo identificacdo de
nenhum genitor.
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Tabela 4. Certificacdo dos genitores masculinos por meio de teste de exclusdo, baseado em
primers SSR para certificacdo de cruzamentos entre plantas de macatdbas de procedéncias

distintas.
F Procedéncia/Genotipo Primer Loco Genotipo Exclusio X2  Prob
' " Feminino  Masculino SSR Q & Esperado Observado )
Aacul2 12 12 11 12 22 14 *
Aacu26 66 66 66 66
MG/ AacudS 24 34 23 24 34 44 2 *
BGP36P1 Aacu74 44 14 14 44 44 1 0.32ns
Aac04 24 23 222324 34 24 3 0.39ns
Aacl2 44 44 44 44
Aacul2 12 44 14 24 14 1 0.32ns
Aacu26 66 55 56 66 *
MG/ Aacuds 24 44 24 44 2 *
BGP31 Aacu7d 44 24 24 44 44 1 0.32ns
Aac04 24 34 23 24 34 44 24 3 0.39ns
Aacl2 44 44 44 44
Aacul2 127G TTIATI6 24 36 i4 3 0.39ns
Aacu26 66 26 26 66 66 1 0.32ns
MG/ Aacud5 24 33 23 34 2 *
BGP64P9 Aacu74 44 24 24 44 44 1 0.32ns
Aac04 24 33 23 34 24 *
MG/ Aacl2 44 44 44 44
C30  popspa Aacul2 127412 14 24 14 3 0.39ns
Aacu26 66 66 66 66
MG/ Aacuds 24 22 2 24 2 1 0.32ns
BGP70P7 Aacu74 44 14 14 44 44 1 0.32ns
Aac04 24 44 24 44 24 1 0.32ns
Aacl2 44 33 34 44 *
Aacul2 12746714716 24 26 14 3 0.39ns
Aacu26 66 26 26 66 66 1 0.32ns
MG/
Aacuds 24 12 12 1422 24 2 3 0.39ns
BGP27 Aacu74 44 44 44 44
Aac04 24 34 23 24 34 44 24 3 0.39ns
Aacl2 44 44 44 44
Aacul2 12744 14724 14 1 0.32ns
Aacu26 66 22 26 66 *
MG/ Aacuds 24 22 2 24 2 1 0.32ns
BGP74P1 Aacu7d 44 44 44 44
Aac0d 24 33 23 34 24 *
Aacl2 44 44 44 44
22 23 24 26
Aacul2 34 12 13 142324 3, 0o *
MG/ Aacu26 34 66 36 46 23 36 44 46 *
Aacuds 33 34 33 34 23 33 44 *
BGP36P1 Aacu74 44 14 14 44 14 44 181 0.18ns
Aac04 33 23 23 33 33 34 *
Al Aacl2 24 44 24 44 24 44 033 0.56ns
22723 24 26
A2 Aacul2 34 44 34 44 21 3% 45 5 *
A3 MG/ Aacu26 34 55 35 45 23 36 44 46 *
Ad Aacuds 33 44 34 23 33 44 *
A5 BGP31 Aacu7d 44 24 24 44 14 44 *
A6 Aac04 33 34 33 34 33 34 1959  0.0%*
A7 Aacl2 24 44 24 44 24 44 033 0.56ns
A8 Aacul2 34 46 34 36 4446 gi gg 4212 ?2 *
A9 MG/ Aacu26 34 26 23 24 3646 23 36 44 46 *
Al0 Aacud5 33 33 33 23 33 44 *
All BGP64P9 Aacu74 44 24 24 44 14 44 *
Al2 Aac04 33 33 33 33 34 *
Al3 ng (/) 1 Aacl2 24 44 24 44 24 44 033 0.56ns
Al4 Aacul2 34 14 13 14 3444 22232426 *
ALS 34 35 45 56
Ale MG/ Aacu26 34 66 36 46 23 36 44 46 *
Aacud5 33 22 23 23 33 44 *
Al7 BGP70P7 AacuTd 44 14 14 44 14 44 181 0.18ns
Al8 Aac04 33 44 34 33 34 *
Al9 Aacl2 24 33 23 34 24 44 *
23(1) Ascul2 34 46 3436 4446 2 1% *
A MG/ Aacu26 34 26 23 24 3646 23 36 44 46 *
A3 BGPY7 Aacud5 33 12 13 23 23 33 44 *
A2 Aacu74 44 44 44 14 44 *
Ans Aac04 33 34 33 34 33 34 1959 0.0%*
Aacl2 24 44 24 44 24 44 033 0.56ns
Aacul2 34 44 34 44 gi gg 421‘5‘ §2 *
MG/ Aacu26 34 22 23 24 23 36 44 46 *
BGP74P1 Aacuds 33 22 23 23 33 44 *
Aacu74 44 44 44 14 44 *
Aac04 33 33 33 33 34 *
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Aacl2 24 44 24 44 24 44 0.33 0.56ns

Aacul2 55 24 25 45 25 57 68 *
Aacu26 23 13 12 13 2333 1222 23 *
MS/ Aacud5 22 55 25 25 35 *
BGP115P1 Aacu7d 14 22 12 24 12 22 34 *
Aac04 34 44 34 44 34 5 0.03*
Aacl2 33 11 13 11 *
Aacul2 55 25 25 55 25 57 68 *
B26 Aacu26 23 23 222333 12 22 23 *
B27 MG/ MS / Aacuds 22 55 25 25 35 *
B28 BGP50PS BGP115P2 Aacu74 14 33 13 34 12 22 34 *
B29 Aac04 34 34 333444 34 5 0.08ns
Aacl2 33 11 13 11 *
Aacul2 55 16 15 56 25 57 68 *
Aacu26 23 23 2223 33 12 22 23 *
MS / Aacuds 22 33 23 25 35 *
BGP115P3 Aacu7d 14 45 14 15 4445 12 22 34 *
Aac04 34 13 13 14 3334 34 15 0.0%*
Aacl2 33 11 13 11 *

*Exclusdo do acesso como genitor masculino dos individuos Fi.

Individuos F; meios irmaos também foram obtidos: A2, A5, A8, A9, All,
Al2, A15, A16 e A20 a A24 oriundos do cruzamento entre BGP115 e genitor
masculino com alelo de outra populacdo; e B28 e B29 também oriundo de
cruzamento com genitor masculino com alelo de outra populacio e BGP50-PS.
Diante do teste de exclusdo, os possiveis genitores masculinos dos individuos Fi
provenientes da planta genitora BGP50-P8, foram excluidos da paternidade por pelo
menos um primer para a maioria dos genotipos.

Na andlise molecular observou-se que nas plantas de SP autopolinizadas ndo
geraram individuos provenientes de autofecundacdo como se esperava, € sim
produtos de cruzamento com outros individuos (Figura 3 e Tabela 3). Os individuos
D31 e D32 apresentaram as marcas dos genitores femininos do acesso BGP47 —
planta P1 e P3 - em todos os primers. Porém, a genotipagem utilizando os primers
Aacu 26, Aacu 74, Aac 12 confirmaram alelos provenientes de outros genitores
masculinos (Figura 3).

O individuo D33 ndo apresentou bandas do genitor feminino BGP47,
utilizando o primer Aac(04, indicando ser proveniente de cruzamento de outros
genitores do BAG. O mesmo ocorreu com o B27 proveniente de outra hibridacao
sem identificacdo de ambos genitores (Tabela 3). Contudo, os individuos B27 e D33

foram retirados das amostras por nao identificacdo de nenhum genitor.
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Figura 2. Bandas dos genitores femininos dos acessos BGP8-P4, BGP105-P1 ¢ BGP50-P8, respectivamente, das procedéncias MG, MS e MG.
Bandas dos genitores masculinos dos acessos BGP31, BGP36-P1, BGP27, BGP64-P9, BGP70-P7 e BGP74-P1 de procedéncias de MG e BGP115-

P1, P2 e P3, de MS. Bandas dos individuos F; — Al ao A25; B26 ao B29; C30 — oriundos dos cruzamentos. Bandas obtidas da amplificacdo
utilizando primer Aacu 45 e Aac 12.

*Cruzamentos 1: genitor feminino BGP105-P1, possiveis genitores masculinos BGP31, BGP36-P1, BGP27, BGP64-P9, BGP70-P7 e BGP74-P1 e seus Fi, Al a A25. Cruzamento 2:
genitor feminino BGP50-P8, possiveis genitores masculinos BGP115P1, BGP115-P2 e BGP115-P3, e seus Fi, B26 a B29. Cruzamento 3: genitor feminino BGP8P4, possiveis
genitores masculinos BGP31, BGP36-P1, BGP27, BGP64-P9, BGP70-P7 e BGP74-P1, e seu F1, C30.
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Figura 3. Bandas dos genitores de procedéncia de SP (BGP47 — plantas P1,
P2 e P3) e individuos D31, D32 e D33. Bandas obtidas da amplificagdo
utilizando primer Aacu 74, Aac04 e Aacl2 mostrando que ndo houve
autofecundacio.

3.2 Caracterizagdo com base em dados moleculares

A genotipagem dos individuos, hibridos F; e os genitores, demostrou
variabilidade genética entre eles. Em andlise em conjunto de todos os individuos,
foram identificados oito alelos diferentes decorrentes de seis primer SSR. Devido a
esta diversidade genética dos genitores e dos hibridos Fi houve a formacdo de trés
agrupamentos (Figura 4).

Os grupos se distinguiram de acordo com o tipo de cruzamento e a
procedéncia dos genitores. Conforme Figura 4, os grupos se caracterizam por:

Grupo 1: constituido por hibridos dos cruzamentos entre MG¢ x MSgs. Este
grupo caracteriza-se por individuos relacionado a procedéncia de MS do genitor
masculino.

Grupo 2: constituido por hibridos dos cruzamentos MS¢ x MGz e MGeo x
MGg. Este grupo caracteriza-se por individuos relacionado a procedéncia de MG do
genitor masculino.

Grupo 3: composto pelos hibridos oriundos dos genitores de SP. Este grupo
se caracteriza por individuos relacionados a procedéncia de SP.

As plantas de MS e MG possuem algumas caracteristicas fenotipicas

contrastantes. A caracterizacdo destes grupos demonstrou que os hibridos do grupo 1
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e 2 se assemelham aos genitores masculinos, ao contrdrio do grupo 3 que se

assemelham ao genitor feminino.

A20

A
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D31 | 3
D32 I

0 10 20 30 40 50 60 70 S0 90 100
0 03 A1 16 22 .28 33 39 44 3 .36

Figura 4. Dendograma mostrando o agrupamento de hibridos F; e os genitores dos
cruzamentos entre plantas de macatdbas de procedéncias distintas, baseando em
microssatélites SSR. Método de agrupamento de ligacdo média entre os grupos (UPGMA).

3.3 Caracterizacao morfoagrondmica com base em dados fenotipicos

Os individuos F; apresentaram variacdo quanto as caracteristicas de coloracao
da plumula (Figura 5B). A cor roxa da plumula foi notada em 48% dos individuos,
independente da origem do genitor (Tabela 5), exceto nas plantulas com genitores
provenientes de SP, que apresentaram somente plimula verde. A presenca de
espinhos variou quanto a localizagdao e quantidade (Figura 5E). Os espinhos foram
presentes nos peciolos, nas folhas e em toda a planta, respectivamente, em 6%, 23%,
68% dos individuos e 3% destes com auséncia da caracteristica (Tabela 5). A maioria
dos individuos apresentaram as escalas 2 e 3 de espinhos (39% e 29%). Também foi
observada variacdo no ritmo de crescimento do plantio a emissao da primeira folha e
no desenvolvimento nos individuos. Houve uma alta variabilidade nos F; quanto as

caracteristicas associadas aos espinhos e crescimento vegetal (Figura 5D e E).
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Tabela 5. Caracteristicas de plimula e espinho dos 33 hibridos F; oriundos de
cruzamentos entre plantas de macaiba de procedéncias distintas.

.y Individuos F; Total
Caracteristicas  — e —1e " s MG xMG,  SP %
Mesclada 3 1 0 0 12 4
Plimula Roxa 14 2 0 0 48 16
Verde 8 0 1 2 33 11

Folha 0 0 0 23 7

Peciolo 2 0 0 0 6 2

Ambos 15 3 1 2 68 21

Auséncia 1 0 0 0 3 1

. 0 1 0 0 0 3 1
Espinhos 1 4 0 0 0 13 4
T:; 2 12 0 0 0 39 12

g 3 7 1 0 1 29 9

4 1 1 0 1 10 3

5 0 1 1 0 6 2

Figura 5. Caracteristicas observadas nos individuos Fi. (A) semente pré-
germinada; (B) Coloragdo da plimula; (C) surgimento das primeiras folhas; (D)
diversidade do vigor das plantas F; no mesmo estadio de desenvolvimento; (E)
Escala 0 e 5 da presenca e quantidade de espinhos.
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Os hibridos foram distinguidos, utilizando o método UPGMA, em sete
agrupamentos  quanto as  caracteristicas  qualitativas e  quantitativas
(morfoagrondmicas), devido a variabilidade existente no desenvolvimento (Figura

6).
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Figura 6. Dendograma mostrando o agrupamento de 31 individuos provenientes de
cruzamentos entre plantas de macadbas de procedéncias distintas, baseando nos caracteres
morfoagrondmicos. Método de agrupamento — ligagdo média entre os grupos (UPGMA).

A partir de dados fenotipicos das caracteristicas morfoagrondmica avaliadas
foi realizada a caracterizacdo dos hibridos (Tabela 7). No geral, a disposi¢do dos
individuos nos grupos nao se distinguiu por um cruzamento ou procedéncia
especifica, ao contrdrio da caracterizagdo do agrupamento com base molecular.
Portanto, ndo se definiu uma melhor combinag¢do de regides de plantas de macatbas
para obtencdo de caracteristicas morfoagrondmicas desejaveis. Isso porque a
macatba € uma espécie alégama ainda pouco melhorada possuindo uma base
genética ampla, o que gera alta variabilidade e segregacdo nos descendentes de um
mesmo cruzamento. Com isso, pode-se observar que os individuos Fi meios irmaos
com genitor feminino BGP115, ficaram dispostos entre todos os grupos. Assim como
os irmao completos descendentes da hibridacdo entre BGP105 e BGP27

apresentaram variabilidade, a qual distinguiu os entre todos os grupos, exceto o 7

(Figura 6).
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A caracteriza¢do morfoagrondmica de cada grupo esté representada na Tabela
7, sendo:

Grupo 1: formado pelos hibridos A4, A8, A10, A17, A19, A20, A23, C30,
D31 e D32, oriundos dos cruzamentos MS¢ x MGz, MGo x MGg e SPo. O intervalo
entre o plantio e a emissdo da primeira folha foi o menor entre os grupos (30 dias).
Os individuos responderam bem ao desenvolvimento e produgcdo de folhas. A
plimula se caracterizou pela coloragao esverdeada e presenca de espinhos tanto na
folha quanto no peciolo. O grupo possui desenvolvimento precoce com moderada
presenca de espinho.

Grupo 2: formado pelos hibridos A2, A3, A6, Al14, A16, A24, A26 e B29 dos
cruzamentos reciprocos MS¢ x MGg, MGo x MSg. Tais individuos apresentaram
surgimento da plumula aos treze dias apds o plantio. Somente apds 22 dias ocorreu o
surgimento da primeira folha, sendo o terceiro grupo mais tardio neste quesito. O
desenvolvimento vegetal foi lento no primeiro més, entretanto se destacou com
maiores tamanhos e producdo de folhas no fim da avaliacdo. Os individuos
apresentaram plimula roxa e espinhos em toda a planta. Este se caracteriza com
desenvolvimento normal e moderada presenca de espinhos.

Grupo 3: constituidos pelo A15, A25 e B28 provenientes dos cruzamentos
reciprocos MS¢ x MGz, MGe x MSg. O tempo de emissdao da plimula ocorreu
lentamente (24 dias), com desenvolvimento mais acelerado até a emissao da folha
(15 dias). O intervalo do plantio a emissdo da primeira folha foi o segundo maior. O
mesmo ritmo lento continuou no decorrer do desenvolvimento, com a medi¢do de
altura e numero de folha sendo possivel aos 60 dias apds plantio. A plumula se
caracterizou por coloracdo mesclada entre roxa e verde. Os individuos apresentaram
espinhos em todas as partes da muda. Conclui-se um grupo com desenvolvimento
inicial tardio com moderada presenca de espinho.

Grupo 4: formado pelo A7 e AIl8 oriundos do MS¢ x MGg, sendo
caracterizando como intermedidrio em relacdo aos dias de intervalo de emissdao do
plantio a primeira folha. Os individuos apresentaram desenvolvimento de folhas
intermedidrio comparado aos demais. Os individuos apresentaram cor roxa da
plimula, se destacando com espinhos evidentes somente no peciolo. Com essas
caracteristicas, constitui-se um grupo com desenvolvimento normal e baixa presenca

de espinhos no peciolo.
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Tabela 7. Valores médios e caracterizacio de cada grupo quanto as caracteristicas morfoagrondmicas.

Grupos
Caracteristicas 1 2 3 4 5 6 7
morfoagronoémicas MS¢ x MGg MSo x MGz MS¢ x MGz
MG:S;;\/IGQ? MGo x MS. MG- x MS: MS¢ x MGg MSg¢ x MGg MS¢ x MGg MS¢ x MGg
lantio a ! <
Intervalo P20 13 29,6 13 £10.1 24 +14 20 +11 16 £12,6 14 45 5
d plimula
€ . N
. plimulaa 17 474 22 48,9 1511 15 49,5 22483 16,5 +7,5 35
emissao  primeira folha
(dias) ~ Plantioa 30 +4.,6 35439 39 +3.4 35+1,5 3759 31425 40
primeira folha
30 dias 2+1,5 1,0 1,7 00 2+1,5 242 1+1,2 0
_é __ 60dias 72433 8,7+33 5,1 0,8 6,8 +4,7 6,7+3,4 10 20,7 3,7
g g 90 dias 9,7 £2,6 11,224 12,7 £1,9 14,5 1,5 12 #1,1 11,8 £0,2 5,5
- ﬁ 120 dias 13,9 +3,8 13,7 £2,5 13,3 1,6 16 0,5 14 £1,6 14,3 +1,2 6
E_:“ 150 dias 18,9 +5,2 19,2 422 16,5 £3,2 17,7 0,25 18,6 2,5 16,5 1 6,5
E ° 30 dias 10,5 1+0,5 00 1+05 1+0,8 10,5 0
§ 60 dias 2+0,5 2+0,5 2+0,5 2 %0 2+0,5 2 +0 1
g 90 dias 30,7 2+09 2 40,5 240 2 40,5 3+ 1
S 120 dias 5+0,6 5+1,1 4 40,5 442 5412 440 2
4 150 dias 7 +0,9 7 +1,1 6 +0,5 6+1,5 7+14 7 +0,5 5
. Quantidade 3412 3+1,0 340,6 140 3+0,8 2 +0 0
Espinho
Local Tudo Tudo Tudo Peciolo Folha Folha Ausente
Coloracdo da plimula Verde Roxa Mesclada Roxa Roxa Verde - Mesclada Roxa
Desenvolvimento  Desenvolvimento  Desenvolvimento  Desenvolvimento  Desenvolvimento Desenvolvimento
precoce; normal; inicial tardio, normal; baixa normal com inicial precoce; .
. Desenvolvimento
e P moderada moderada moderada presenca de moderada de moderada a baixa L
Caracteristicas gerais ; . tardio; auséncia
presencga de presenga de presenga de espinho nos espinho nas presencga de .
. . . P . de espinhos.
espinho. espinho. espinho. peciolos. folhas. espinhos nas

folhas.

§ e §§: média, e, desvio padrio, das caracteristicas dentro do cluster. *Individuos F; provenientes dos respectivos cruzamentos.
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Grupo 5: constituido dos hibridos A5, All, A13, A21 e A22 do cruzamento
MS¢ x MGg. A emissdo da plimula a primeira folha se caracterizou como o segundo
com maior intervalo de dias. O crescimento vegetal foi intermedidrio e a coloracio
da plimula arroxeada. Se destacou pela presenca de espinhos evidentes somente nas
folhas. Caracteriza-se por desenvolvimento normal e moderada presencga de espinhos
nas folhas.

Grupo 6: formado pelo Al e A9, descendentes do cruzamento MSQ x MGJ.
O intervalo de dias do plantio a emissdo da primeira folha foi o segundo menor.
Entretanto, o desenvolvimento da folha ocorreu de forma lenta, porem com produgdo
de folhas normal. A plimula apresentou coloracdo variando de esverdeada a
mesclada. Os espinhos foram exclusivos nas folhas. Dessa forma, esse grupo
apresentou desenvolvimento inicial precoce; moderada a baixa presenga de espinhos
nas folhas.

Grupo 7: constituido de um individuo referente ao cruzamento MGgs x MS¢, o
A12. A emissao da folha se caracterizou como a mais demorada, com maior intervalo
de dias entre o plantio e a emissdo da folha. O desenvolvimento da planta ocorreu
lentamente, apresentando os menores tamanhos e producdo de folhas. A plimula
apresentou coloracdo roxa e planta auséncia de espinhos. Caracteriza-se um grupo
com desenvolvimento tardio e auséncia de espinho.

Em resumo, o grupo 1 e 6 apresentaram progénies com desenvolvimento mais
precoce; os grupos 2, 4 e 5 apresentaram desenvolvimento normal; o grupo 3 com
plantas com desenvolvimento um pouco mais tardio; e o grupo 7 se destacando com
o desenvolvimento mais lento, ou seja, o mais tardio. Em relagcdo, a quantidade de
espinhos, os grupos 1, 2, 3 e 5 apresentaram hibridos com moderada presenca de
espinhos; o grupo 6 e 4 apresentaram moderada a baixa presenga de espinhos. Os
grupos 5 e 6 apresentaram espinhos exclusivos nas folhas, e o grupo 4 nos peciolos.
O grupo 7 apresentou auséncia de espinhos.

Os gendtipos dos grupos 4 e 7 se destacaram com caracteristicas desejaveis a
um idedtipo de macauba, apesar de ainda se encontrarem em fase juvenil. O grupo 4
constituido pelos irmaos completos A7 e A18 oriundos do cruzamento entre
BGP105-P1 e BGP27 apresentaram desenvolvimento normal e baixa presenca de
espinhos somente nos peciolos. O grupo 7, constituido pelo gendtipo Al12

descendente do genitor feminino BGP105-P1 se destacou pela auséncia de espinhos.
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3.4 Caracterizacdao com base em dados moleculares e morfoagrondmicos

No grupo 1, da andlise molecular, foi observada, em comum, a caracteristica
de moderada presenca de espinhos por toda a planta nos genétipos B26, B28 e B29,
descendentes do BGP50-P8. Ja no grupo 2, da andlise molecular, os gendtipos,
oriundos dos MS¢ x MGz e MGy x MGy, tiveram variacdo quanto as caracteristicas
de desenvolvimento, coloracdo da plimula, quantidade e presenca de espinhos,
apresentando expressiva variabilidade fenotipica entre estes individuos, em
decorréncia da base genética ampla e o centro de diversidade da macatiba se
encontrar em MG. O grupo 3 da andlise molecular apresentou genétipos D31 e D32
com coloracdo da plimula esverdeada, moderada presenca de espinhos e

desenvolvimento precoce nas caracteristicas agromorfoldgicas.

4. Discussao

O processo de desenvolvimento de hibridos € uma abordagem recente do Banco
de Germoplasma — BAG Macatba/UFV, sendo um passo crucial no melhoramento
da espécie para fins agrondomicos. Como um dos estudos pioneiros na drea, a
obtencdo e caracterizacdo de hibridos F; sdo o inicio da fase de hibridacdo para
selecdo de individuos no melhoramento da espécie. As hibridacdes entre diferentes
acessos do banco geraram hibridos F; com diversidade genética. As procedéncias dos
genitores agruparam os individuos quanto a genotipagem. Entretanto, os
descendentes F; foram distinguidos em sete grupos quanto a caracterizacdo

agromorfologica, sem influéncia das procedéncias dos genitores, devido a

variabilidade entre eles e a base genética ampla existente na macatba.

Certificacdo de cruzamentos e as procedéncias dos genitores das hibridagcoes na

influéncia do agrupamento dos hibridos F;

Dentro dos programas de melhoramento, a confirmacdo de autofecundacdo e
hibrida¢ao, mediante anélise molecular, é essencial para o sucesso e continuagdo dos
trabalhos (Pereira et al., 2010). A andlise de confirmacdo ndo constatou nenhum
individuo proveniente de autofecundacdo. Estudos realizados por Lanes et al. (2016)

indicaram variagdes de autoincompatibilidade na macauba, variando conforme o seu
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habitat como forma de estratégia de sobrevivéncia; e além disso, aponta que menores
obtencdes de descendentes por autopolinizacdo podem também ser atribuidos a
presenca de depressdo endogimica, a qual pode estar ligada ao abortamento precoce
de frutos em decorréncia da carga mutacional excessiva, como também a
disponibilidade de polinizadores (Husband & Schemske, 1996; Wilcock & Neiland,
2002, Lanes, 2014).

A confirmacdo das hibridagdes certificou que todos os descendentes dos
cruzamentos realizados sio hibridos F; e permitiu a identificagdo dos seus genitores.
A identificacdo dos genitores das descendéncias se torna essencial para continuidade
correta do objetivo da fase de selecdo, e alertando para a presenca de alelos de outras
populacdes no momento de alguma polinizacdo. Como se observou na identificagdo
dos genitores, alguns individuos foram provenientes de genitores masculinos nao
identificados (Tabela 3). Tais resultados podem ter sido observado por uma possivel
contaminac¢do de pélen no momento da coleta ou pela presenca de polinizadores nas
espatas antes do ensacamento para a polinizacdo.

A genotipagem realizada distinguiu trés grupos, que se caracterizam com
individuos relacionados a procedéncia de MS, SP e MG. Nestas procedéncias sdo
encontradas plantas com fenétipos contrastantes. As plantas de MS, SP e MG variam
quanto as caracteristicas como tamanho da planta e frutos, densidade de copa,
presenca de peciolos remanescentes aderidos ao estipe, quantidade de espinhos, teor
de 6leo na polpa e semente, entre outras. No BAG-Macaiba/UFV, pesquisadores
encontraram variacdes contrastantes entre plantas de macaiba de procedéncias de
MG e SP quanto as caracteristicas morfoldgicas e no teor de 6leo (Rueda, 2014;
Costa et al.,2018).

Diante da andlise molecular, os individuos B26, B28 e B29 do grupo 1,
apresentaram, em comum, a presenca moderada de espinhos e o genitor masculino de
procedéncia de MS. As plantas de MS possuem menores quantidades de espinhos e
possuem diversidade genética distante das plantas de MG. Os hibridos oriundos dos
cruzamentos MS¢ x MGg e MGe x MGg constituem o grupo 2 da genotipagem, €
apresentaram variagdo quanto as caracteristicas morfoagrondmicas avaliadas,
apresentando expressiva variabilidade fenotipica, tendo em comum o genitor
masculino de procedéncia de MG. Em MG localiza-se o centro de diversidade da
macauba (Lanes, 2014). A variabilidade fenotipica deste grupo pode ser em

decorréncia da base genética ampla de plantas desta regido. Os individuos D31 e D32
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do grupo 3 possuem em comum os genitores femininos de procedéncia de SP e estdo
dispostos no mesmo grupo da caracterizacdo morfoagrondmicas. As plantas de SP
apresentam caracteristicas intermedidrias das plantas de procedéncia de MS e MG.
Pesquisadores relataram que plantas de SP possuem niveis de genoma misto das
Acrocomia aculeata e A. totai, aceitando a existéncia destas, como duas espécies de
macauba (Abreu et al. 2012, Lanes et al., 2015).

No entanto, neste presente estudo, a caracterizagdo morfoagrondmicas dos
hibridos ndo se distinguiram por influéncia da procedéncia do genitor, exceto pela
descendéncia da procedéncia de SP (BGP47) presente somente no grupo 1.
Conforme verificado na geracdao F; dos irmdos germanos — hibridacao entre BGP105
e BGP27 - apresentaram segregacdo quanto as caracteristicas e foram dispostos em
grupos distintos. As progénies sem identificagdo paterna do acesso BGP105-P1/MS
ficaram dispostas entre seis grupos com caracteristicas diferentes: 1(23%), 2 (23%),
38%), 4 31%), 6 (8%) e 8 (8%). A presenca de variabilidade genética em
caracteristicas fenotipicas dentro de prog€nies de irmdos completos também foi
relatada na palmeira Palma de Oleo, tipo Dura (Cedillo et al., 2008). Ferreira et al.
(2012) também encontrou variagdo molecular existente dentro de progé€nies em
estudos de diversidade genética na palma de dleo.

As plantas alégamas por serem de polinizagdes abertas, possuem maiores
taxas de locos heterozigdticos, o que pode influenciar em descendentes com
gendtipos segregantes. A heterozigosidade pode ser considerada como um indicativo
da existéncia de variabilidade genética para espécies alogamas (Ferreira et al., 2012).
Uma maior variabilidade € observada dentro de populacdes ou procedéncias em
plantas alégamas de populagdes naturais ou de germoplasma (Ferreira et al., 2012).
A maioria das populacdes de plantas nativas ndo melhoradas, como a macauba,
possui base genética ampla gerando variabilidade entre descendentes. Isso explica a
presenca de hibridos Fi de um mesmo cruzamento serem agrupamentos em grupos
distintos quanto as caracteristicas fenotipicas. O mesmo foi verificado por Berton
(2013), entre progénies na fase juvenil da macatiba, que apresentaram variabilidade
genética dos caracteres vegetativos avaliadas com formagdo de oito classes, pelo
teste Scott-Knott. Uma hipdtese € que a presenga de pdélen proveniente de outra
familia/acesso ndo identificado nas hibridacdes pode ter interferido na distin¢ao dos
grupos quanto as caracteristicas agromorfoldgicas dos hibridos provenientes de

regides distintas.

45



Apesar da mistura de pdlen de seis plantas de macaiba, como genitores
masculinos, na hibridacdo entre MS¢ x MGg nota-se que apenas dois destes
genitores tiveram descendentes. Dos 25 individuos do genitor feminino BGP105-
P1/MS, 44% foi proveniente do genitor masculino BGP27, e 4% do BGP74-P1,
ambos de MG. Em outro estudo com macatba, a correlagdo de paternidade indicou
alta proporcao de descendentes de um mesmo parental materno e paterno, sugerindo
que a polinizagdo cruzada nao € aleatéria (Lanes et al., 2015). Isso pode ter ocorrido
pela preferéncia ou competicdo entre a interacdo pdlen-estigma ou embrides dos
genitores, e pode depender de vdarios mecanismos, como: competicdo entre
microgametofitos por acesso a Ovulos, por meio de diferentes velocidades de
crescimento do tubo polinico ou diferentes habilidades para fertilizar 6vulos
(Marshall e Folsom, 1991); a escolha do genitor paterno entre parceiros (Mazer,
1987); complementacdo entre os gendtipos materno e paterno que determina o
resultado genétipo de cada embrido (Waser et al., 1987); efeito endogamico afetando
a taxa de crescimento de tubo polinico, viabilidade e quantidade de pdlen produzido
(Lanes, 2014). A capacidade de produzir sementes e adquirir recursos por cada
semente faz com que ocorre combinagdes com maior sucesso de obtencdo de

sementes entre diferentes plantas doadoras de pélen (Banuelos et al., 2003).

Distingdo de sete classes ocasionadas pela variabilidade nas caracteristicas
morfoagronémicas dos hibridos Fi, em fase vegetativa inicial, no programa de
melhoramento da macaiiba

A existéncia de variancia genética dentro de progénies indica a capacidade de
preservacdo de variabilidade genética, que pode ser explorada no melhoramento por
selecdo (Ferreira et al., 2012). Neste estudo, constatou-se justamente que a variancia
genética se manteve nos individuos de geracdo F; resultantes de cruzamentos entre
acessos de origem geografica distinta. Ao total foram contabilizadas sete grupos de
hibridos F; quanto a caracterizagdo fenotipica.

Na fase de desenvolvimento, de plantula & muda, observou-se caracteristicas
vegetativas e morfolégicas distintas. A distingdo destes fendtipos ocasionou o
agrupamento de caracteristicas morfoagrondmicas semelhantes nos individuos. Os
individuos se distinguiram em grupos quanto a colorac¢io da plimula, sendo 57% dos

grupos com coloracdo roxa, 14% com coloragcdo verde, e o restante mesclada. Os
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grupos com plimula verde foram os unicos a apresentarem individuos de
procedéncias de SP (D31 e D32). Porém, nos demais casos, a coloracdo variou
inclusive entre irmdo germanos do cruzamento entre procedéncia de MS e MG. A
principio, a plimula ndo indicou ser uma caracteristica morfoldgica relacionada a
alguma caracteristica de crescimento vegetal ou de espinhos. Porém, necessita de
avaliacdo de maior nimero de individuos para avaliar este quesito e verificar se a cor
verde da plimula prevalece em individuos de procedéncias de SP. Uma maior
amostragem em plantas, como a macaiba com ampla diversidade genética, pode
revelar gendtipos contrastantes para caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas e/ou
relacdo entre elas na macatiba, como também sugere Domiciano et al. (2015).

Semelhante a caracteristica de plumula, os individuos também foram
caracterizados em grupos, com presen¢a € quantidade de espinho semelhantes. Os
grupos se distinguiram em individuos com presenca em toda a planta (1, 2 e 3),
exclusivos em folhas (5 e 6) ou peciolos (4) ou auséncia de espinhos (7). A
quantidade de espinhos foi crescente dos grupos 7<4<6<1-2-3-5. De forma parecida
ocorreu  ao desenvolvimento vegetal, de forma crescente dos grupos
7<3<6<4<5<1<3. Observando esta relacdo das dltimas caracteristicas, sobressai que
individuos com menores quantidades de espinhos apresentaram menor crescimento
foliar e maior lentidao para emissdo de folhas, como no caso do grupo 7. Isto pode
indicar alguma relacdo entre estas caracteristicas ou mesmo a ocorréncia de
depressdo endogimica. Berton (2013) corrobora na associagdo de porte baixo e
menor quantidade de espinhos e maior producdo de 6leo em gendtipos de polinizacdo
aberta de macauba de procedéncias de MG e SP. Em estudos de progénies de
macatba, observou-se que as caracteristicas morfolégicas eram relacionadas entre si,
com possibilidade se realizar selecdo indireta para elas, como exemplo a altura que
se correlaciona com o comprimento ou largura de raquis de macatiba (Domiciano et
al., 2015).

Os grupos se destacaram em relacdo ao ritmo de desenvolvimento. Os
hibridos das classes 2, 4 e 5 apresentaram desenvolvimento normal a moderado. As
classes 3 e 7 apresentaram um desenvolvimento mais tardio. Ao contrdrio, das
classes 1 e 6 com desenvolvimento mais rapido, ou seja, precoce. Como os genétipos
F, foram avaliados somente em periodo juvenil € necessario o acompanhamento e
avaliacdo do desenvolvimento até fase de producdo, devido ao conhecimento escasso

da planta de macadba. A partir desta caracterizagdo pode-se selecionar um padrao de
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desenvolvimento desejdvel para criagdo de novas geragdes com linhas de pesquisas
diferentes. A necessidade de desenvolvimento de variedades precoces, normais e
tardias € comum para todas as culturas. Muitos programas de melhoramento buscam
estas caracteristicas, pois o lancamento de cultivares com estes padrées pode ser
importante, como exemplo para escalonamento de producdo. Essa diversidade
genética presente, tem grande importancia para o manejo e uso do germoplasma nos
programas de melhoramento genético (Sobral et al., 2012). Estudos de progénies de
polinizacdo aberta de macatiba de procedéncia de SP e MG relataram variabilidade e
niveis moderados a altos de ganhos genéticos relativos as caracteristicas vegetativas
das plantulas e sugerem a possibilidade de selecdo em viveiros para obtencdo de
plantas (Berton et al., 2013).

A partir dos contrastes dos grupos, a geracdo F; tem variabilidade que pode
ser usada para selecio para nova geragdo F2. Os gendtipos pertencentes aos grupos 4
e 7 se destacam para sequéncia do programa de melhoramento da macadba com
objetivo de obtencdo de hibrido com caracteristicas desejaveis. Um idedtipo de
macauba apresentaria as caracteristicas de porte baixo, copa frondosa, pouco ou
auséncia de espinhos, sobreposi¢do de producdo, entre outros (Berton, 2013). O
hibrido Fi, A12 (grupo 7), progénie do BGP105-P1, pode ser selecionado para novas
geracdes para desenvolvimento de variedades com pouco espinho. Os Fi, A7 e A18
(grupo 4), progénies do cruzamento entre BGP105-P1 e BGP27 sdo os que mais
representa as caracteristicas de um idedtipo; se destacam com desenvolvimento
normal, baixa presenca de espinhos e procedéncias contrastantes para explorar a
variabilidade.

A variabilidade morfoagronémica favorece um programa de melhoramento
por se ampliar as opg¢des de escolha de gendtipos que tenham caracteristicas
agrondmicas desejaveis. A geracdo F; dos hibridos de macaiiba apresentou alta
variabilidade fenotipica na fase juvenil, podendo se manter as caracteristicas no
decorrer do desenvolvimento até fase reprodutiva. Além disso, algumas destas
caracteristicas na fase juvenil pode predizer caracteristicas da planta adulta, o que
permite a sele¢do precoce no melhoramento. A sele¢do precoce é uma alternativa
para avaliar os caracteres em idades prévias e fazer a predicdo dos caracteres de
interesse, de modo a antecipar as etapas de selecdo e recombinacdo (Rezende et al.,
1994). Dessa forma, a viabilidade de aplicacdo da selecdo precoce em programas de

melhoramento de espécies perenes tornaria esses programas mais eficientes em
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termos de tempo e custos para condugdo dos testes genéticos (Massaro, 2010).
Assim, a eficiéncia ou ndo da selecdo precoce estd intimamente relacionada a
existéncia ou ndo de correlagdo genética entre os caracteres na idade juvenil e adulta
(Falconer, 1987). A avalia¢do progénies de macaubas de populacdes naturais de GO
e MG, relata a correlacdo entre caracteristicas morfologicas e fisioldgicas, a exemplo
da altura e o comprimento de raquis (Domiciano et al., 2015). Ainda, relatam que as
correlacbes entre as caracteristicas morfologicas se mantiverem durante o
desenvolvimento da macaidba, indicam a possibilidade de selecdo indireta para
programa de melhoramento da espécie.

Porém, a avaliacdo e a caracterizacdo de plantas de macatba da fase de
plantula a juvenil possuem pesquisas escassas. Poucos relatos incluem a avaliacdo da
fase juvenil da macauba para correlacdo das caracteristicas desejaveis em plantas
adultas para auxilio de programas de melhoramento. O que torna relevante a
caracterizacdo na fase de muda dos hibridos F; obtidos nesta pesquisa para preencher
esta lacuna. Os estudos das caracteristicas da fase de muda podem favorecer a
selecdo precoce para geracOes, levando o encurtando da duracdo de obtencdo de
cultivares. Em avaliacdo de testes de progénies de populacdes naturais de macaiba,
constatou elevados ganhos relativos para os caracteres vegetativos na fase juvenil:
quantidade de espinho (82,30), altura da planta (53,3), diametro do caule (47,5), e o
nimero de folhas (26,5%) (Berton et al., 2013). A continuacdo da avaliacdo dos
hibridos em fase juvenil e novas obtencdes de hibridos € favordvel para avaliar
carateristicas de alta herdabilidade e pode ser ttil ao programa.

Pela escassez de informacgdes, este trabalho de caracterizacdo de hibridos F;
traz informagdes preliminares a drea. A diversidade genética e caracterizagdo
morfoagrondmicas na formacido de agrupamentos dos individuos abre um leque de
opg¢oes e favorece a continuidade para selecdo destes individuos para a geracdo F» e

no auxilio da orientagdo de novos cruzamentos.

Consideragoes sobre a caracterizagdo por meio de marcadores moleculares

e caracteres morfoagronomicas

Apesar de na caracterizacdo molecular, os individuos agruparem quanto a
regido de procedéncia, os hibridos F; ainda apresentaram grande variabilidade

fenotipicas entre eles. Essa variabilidade das caracteristicas agromorfoldgicas
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encontradas nos hibridos ocasionou a formacdo de grupos que ndo se diferiram
quanto as procedéncias dos genitores nas hibridacdes, nem quanto a cruzamentos
reciprocos. Como a macaiba é uma espécie alégama e ainda em domesticacdo, ela

apresenta base genética ampla, o que gera variabilidade entre e dentre familias.

5. Conclusoes

A certificacdo de cruzamentos constatou a obtencdo de hibridos Fi. A
genotipagem constatou diversidade genética entre eles, agrupando-os quanto a
proximidade genética em relacdo ao tipo de cruzamento e as procedéncias dos
genitores. A caracterizacdo morfoagrondmica dos primeiros hibridos F; os classificou
em sete classes distintas, gerando variabilidade que pode ser aproveitada tanto para
fase de selecdo para geracdo F» quanto para orientacdo de novos cruzamentos
dirigidos. Tais resultados mostraram que cruzamentos entre gendtipos contrastantes
de macaidba podem ser explorados para linhas de pesquisas no melhoramento da
espécie com auxilio de marcadores moleculares.

Os individuos A7 e A18 oriundos do cruzamento entre BGP105-P1/MS e
BGP27/MG (grupo 4) e o individuo A12 descendente do genitor feminino BGP105-
P1/MS, se destacaram com potencial para serem selecionadas para novas geracoes,
com caracteristicas ideais para um idedtipo de macatiba, com desenvolvimento
normal e baixa presenca de espinhos; e para o desenvolvimento de variedades com

pouco espinho, respectivamente.
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CAPITULO 2

Cruzamentos dirigidos: compatibilidade entre macaiba de diferentes

procedéncias

Resumo - A macaiba se destaca como alternativa sustentdvel para os setores
alimenticios, oleoquimicos e de biocombustiveis, devido sua produtividade,
qualidade do 6leo e a adaptabilidade climatica. Esta palmeira se encontra em
processo de domesticacdo cujo estudos ainda sdo incipientes na 4area de
melhoramento genético. Do género Acrocomia, ela se distingui em plantas com
caracteristicas marcantes dependendo da sua procedéncia geografica. Esta
diversidade indica a existéncia de pools génicos distintos que podem ser explorados
por meio de hibridac¢des. Por outro lado, € frequentemente observado abortamento na
fase inicial do desenvolvimento dos frutos interferindo no sucesso das hibridacdes.
Fez-se necessdrio aprimorar o conhecimento sobre a compatibilidade entre os
cruzamentos de plantas fenotipicamente contrastantes de procedéncias distintas. No
Banco Ativo de Germoplasma de Macauba foram avaliadas hibridacdes, durante trés
anos consecutivos, entre materiais fenotipicamente contrastantes com procedéncias
em MG, SP, MS, PA e regido NO, a autofecundacgao e polinizacdo aberta. Dois tipos
de metodologias de polinizacdo foram efetuadas, a abertura manual e natural das
espatas. Os caracteres avaliados foram: relacdo das variaveis climaticas e época de
polinizacdes artificiais, pegamento e producdo (flores, frutos e sementes), andlise
histoquimica das flores femininas da abertura manual e natural da espata e
caracterizacdo morfoldgica das sementes. Os dados foram analisados por meio de
estatistica descritiva, teste de média tukey e andlise multivariada de componentes
principais. O periodo das polinizagdes das espatas se sobrepOs na estagdo chuvosa
em todos os anos com caracteristicas intrinsecas a procedéncia das plantas. A
abertura manual da espata apresentou vidvel para polinizacdo mediante receptividade
e analises histoquimicas das flores femininas. As flores femininas de abertura manual
apresentaram menor degradacdo do conteido nos idioblastos e quantidade de
compostos fendlicos comparada as de abertura natural. Os cruzamentos dirigidos
entre plantas fenotipicamente contrastantes de procedéncias distintas indicaram
sucesso na compatibilidade mediante a nova metodologia de polinizacdo. As

sementes Fi apresentaram variabilidade morfolégica com caracteristicas relacionada
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ao genitor feminino de cada cruzamento. Apesar da divergéncia de identificacdo e
classificacdo taxondmica da macaiba, este estudo evidenciou que as plantas
fenotipicamente contrastantes de diferentes regides podem produzir progénies com
sucesso. Tais resultados mostraram que as hibridagdes entre fendtipos de
procedéncias distintas geram variabilidade que pode ser explorada em linhas de
pesquisas e na obtencdo de hibridos, e recomenda abertura manual da espata para
processos de polinizacdo dentro do programa de melhoramento da macatiba. Este
trabalho se caracteriza como pioneiro e indica a continuidade do mesmo para

avaliacdes de parametros genéticos.

Palavra-chave: Acrocomia spp, polinizacao, hibridacdo e variabilidade.
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Cross breeding in macaiba: compatibility between macaiba from different

origins

Abstract - Macauba stands out as a sustainable alternative for the food, oleochemical
and biofuel sectors, due to its productivity, oil quality and climatic adaptability. This
palm tree is in the process of domestication whose studies are still incipient in the
area of genetic improvement. Of the genus Acrocomia, it distinguishes itself in plants
with marked characteristics depending on its geographical origin. This diversity
indicates the existence of distinct gene pools that can be exploited through
hybridizations. On the other hand, abortion is often observed early in fruit
development interfering with the success of hybridizations. It was necessary to
improve the knowledge about the compatibility between the crosses of
phenotypically contrasting plants of different origins. In the Macauba Germplasm
Active Bank, hybridizations were evaluated for three consecutive years between
phenotypically contrasting materials with provenances in MG, SP, MS, PA and NO
region, self - pollination and open pollination. Two types of pollination
methodologies were performed, the manual and natural opening of the spathe. The
evaluated characteristics were: climatic variables and time of artificial pollinations,
glue and production (flowers, fruits and seeds), histochemical analysis of the female
flowers of manual and natural opening of the spathe and morphological
characterization of the seeds. Data were analyzed through descriptive statistics, tukey
mean test and multivariate analysis of main components. The period of the
pollination of the spaths overlapped in the rainy season in all the years with intrinsic
characteristics the origin of the plants. The manual opening of the spat showed viable
for pollination through receptivity and histochemical analyzes of the female flowers.
The female flowers with manual opening presented lower degradation of the content
in the idioblasts and quantity of phenolic compounds compared to natural opening.
Crosses directed between phenotypically contrasting plants of different provenances
indicated success in the compatibility with the new pollination methodology. Fi
seeds presented morphological variability with characteristics related to the female
parent of each crossing. Despite the divergence of macatba identification and
taxonomic classification, this study showed that phenotypically contrasting plants
from different regions can produce progenies successfully. These results showed that

the hybridizations between phenotypes of different origins generate variability that
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can be explored in research lines and in obtaining hybrids, and recommends manual
opening of the spathe for pollination processes within the macaidba breeding
program. This work is characterized as a pioneer and indicates the continuity of the

same for evaluations of genetic parameters.

Keywords: Acrocomia spp, pollination, hybridization and variability.
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1. Introducao

A oleaginosa macauiba se destaca pela produ¢do de dois tipos de dleo, o do
mesocarpo € o da semente, que podem ser destinados para diversos fins nas
inddstrias alimenticia, oleoquimica e de biodiesel (Cesar et al., 2015; Cardoso et al.,
2017). Além disso, os residuos sé6lidos do fruto podem gerar subprodutos de valor
mercadolégico (Padilha et al., 2015). Na dltima década, essa palmeira apresentou
grande destaque pelas suas estimativas de rendimento e qualidade de 6leo. Predicdes
apontam para uma producio de até seis toneladas de 6leo ha! (Motoike et al., 2013;
Navarro-Diaz et al., 2014). Devido ao seu potencial produtivo, a macatba tem sido
comparada a maior cultura de oleifera do mundo, a palma de O6leo (Elaeis
guineenses) (Motoike and Kuki; 2009; Pires et al, 2012; MAPA, 2015). Entretanto, a
palma de 6leo possui como exigéncia climadtica altas precipitacdes, o que limita seu
cultivo as dreas tropicais imidas (Cardoso et al., 2017). Em contrapartida, a macadba
€ passivel de ser cultivada em climas tropicais savanicos e subtropicais, suprindo
assim a lacuna do cultivo da palma de 6leo nestas regides. Além disso, tem a
caracteristica de se adaptar as condicdes edafocliméticas adversas devido a sua
plasticidade fenotipica (Motoike & Kuki, 2009; Abreu et al., 2012).

A macatba, da familia Areaceae, € a palmeira de maior dispersdo no territorio
nacional, e se encontra em maior densidade nas regides Centro-Oeste e Sudeste
(Henderson et al., 1995). Seu centro de origem € situado em Minas Gerais (Lanes et
al., 2015). A espécie possui 15 pares de cromossomos (2n = 30) (Abreu et al., 2012).
A macauiba tem como principal caracteristica morfolégica a presenca de espinhos na
regido dos nds (Lorenzi, 2006). Ela € uma planta monoica, apresentando
inflorescéncia em espddices, com flores masculinas na parte distal e as femininas na
parte proximal do cacho (Brito, 2013). O sistema reprodutivo € considerado
predominantemente aldgamo com marcante protoginia (Scariot, 1991; Lanes et al.,
2016). A polinizagdo ocorre principalmente por besouros e por a¢do do vento, de
forma secunddria. A receptibilidade da flor feminina € em torno de 15 horas apds
abertura da espata em plantas de procedéncia mineira (Brito et al., 2013). A floracdo
ocorre na época chuvosa (Scariot et al., 1991).

A capacidade da macadba de naturalmente povoar diversos ambientes é
acompanhada de notdrias diferencas morfoldgicas, o que gerou grande diversidade

entre populacdes (Ciconini et al., 2013). Estudos de diversidade, na etapa de pré-
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melhoramento no banco de germoplasma (BAG - Macaiiba/UFV), mostraram a
variabilidade e a formacdo de grupos com caracteristicas morfolégicas que se
diferem quanto a procedéncia geografica (Rueda, 2014; Costa et al., 2018). Esta
diversidade indica a existéncia de pools génicos distintos que podem ser explorados
por meio de hibrida¢des (Lanes et al., 2015).

A macatba ¢ uma espécie ainda em processo de domesticacdo. Apesar de
existir muitas pesquisas de pré-melhoramento, carece de estudos mais fortemente
direcionados a etapa de melhoramento per se, que se inicia com as hibridac¢des
dirigidas de materiais previamente caracterizados no BAG - Macauba/UFV.

A hibridacdo € uma técnica que proporciona novas combinacdes genéticas,
sendo importante na transferéncia de genes de interesse agrondmico (Stummel e
Bosland, 2006; Judd et al., 2009). Em programas de melhoramento, os cruzamentos
dirigidos entre genitores divergentes apresentam maior efici€éncia em gerar
individuos com caracteristicas desejdveis, maior variabilidade genética nas geracdes
segregantes € aumento do efeito de heterose (Falconer, 1989; Govindaraj et al.,
2015). O conhecimento de caracteristicas fenotipicas dos genitores para o
cruzamento é de extrema importancia para culturas em domesticacdo. O contraste
dos fendtipos pode indicar possiveis formacdes de grupos heteréticos. Caso haja
compatibilidade, as plantas de macauba de diferentes procedéncias podem subsidiar a
formacdo inicial desses possiveis grupos, contribuindo para a consolidagdo da
cultura.

A compatibilidade contribui para manter e aumentar a diversidade (Zhang et
al., 2009). Entretanto, a hibridacdo depende do sucesso dela, e a compatibilidade
pode ser um desafio para a obtencdo de novas variedades através de hibridacoes
dirigidas, inter e intraespecificas (Bandeira et al., 2011). A compatibilidade pode ser
afetada por varios fatores, como os pré-zigéticos, por influéncia de polinizadores,
condicdes climdticas e fisiolédgicas da planta, pds-zigbticos e a
autoincompatibilidade. A macatiba possui fatores depressivos pds-zigéticos, como
aborto de frutos, viabilidade das sementes e mortalidade de plantulas, com provével
sistema de autoincompatibilidade (Abreu et al., 2012). A baixa frutificacdo em
polinizacdes controladas em macauba efetuadas por Scariot et al. (1991), corrobora
para da presenca de autoincompatibilidade (Lanes et al., 2016). Além disso, estudos
indicaram niveis de autoincompatibilidade na macaudba, variando conforme o seu

habitat como forma de sobrevivéncia (Lanes et al., 2016). Neste contexto ¢é
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necessdrio o estudo da compatibilidade de cruzamentos entre plantas de macaiba de
procedéncias distintas e caracteristicas morfolégicas contrastantes.

Portanto, diante da divergéncia de caracteristicas morfoldgicas e de producgdo
de 6leo entre os acessos do BAG - Macatba, € factivel o cruzamento entre plantas de
procedéncias distintas para inicio da etapa de obtencdo de hibridos. Assim,
objetivou-se a avaliagdo da compatibilidade de cruzamentos dirigidos entre plantas
de macatba de procedéncias distintas, e, adicionalmente, diferentes metodologias de

polinizacao.

2. Material e Métodos

2.1 Material vegetal e hibridacdes

O experimento foi realizado no BAG - Macaiba/UFV que € estruturado em
familias de meios-irmdos, de sementes originadas de diversas regidoes/ecossistemas
do Brasil.

Durante trés anos consecutivos foram realizados cruzamentos entre familias de
procedéncias distintas, conforme Tabela 1. A escolha dos genitores foi embasada
nos fendtipos contrastantes, quanto as caracteristicas agronOmicas desejaveis,
incluindo presenca e frequéncia de espinho, altura, producgdo de frutos, produtividade
de Oleo, e quanto as regides de procedéncias (Tabela 1). Durante o periodo de
avaliacdo experimental, alguns acessos foram usados de acordo com o manejo das
polinizacdes, ocasionado pela disponibilidade e diferencas na altura e época de
floracdo das plantas.

A logistica para cruzamento manual, nos primeiros dois anos de testes (2015 e
2016), é descrita na Figura 3 — metodologia geral (vide Revisao de Literatura). As
hibridagdes, em cada ano, contaram sempre com plantas de trés tipos de
procedéncias. Quatro cruzamentos dirigidos foram testados: autofecundacdo,
cruzamento com mix de pdlen das familias de MG, cruzamento com mix de pdlen
das familias de SP, PA e regido NO, respectivamente, em 2015, 2016 e 2017; e
cruzamento com mix de pdlen das familias de MS, os quais, juntamente com a

polinizacao aberta configuraram os tratamentos (Tabela 2).
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Tabela 1. Acessos de diferentes familias e suas informacdes referentes as procedéncias, utilizados nos cruzamentos entre plantas de macatiba em trés
anos consecutivos, 2015, 2016 e 2017, no BAG - Macaaba/UFV.

Cadigo Gleba Aspectos da regiao e plantas de cada procedéncia
BAG - Origem Latitude Longitude
Macataba Localizacio inﬁggli(;o pﬁiizggo Clima Bioma Caracteristicas distintas*
UFV
Acessos hibridizados no ano 2015
Pouca presenca de peciolo remanescentes
BGP 47 I 2009 50 Sdo Paulo S22929°13” W 50°46°20"’ .Verﬁo quente, Cerrado aderidos ao estipe e espinhos. Menores
(SP) Inverno ameno comprimentos de espata. Plantas muito altas.
Presenca de peciolo remanescentes aderidos ao
. Minas Gerais - imrr,  Verdo chuvoso, estipe. Alta presenca de espinhos e densidade de
BGP 50 1 2009 5 ! (MG) S 519°10°7 W 45°29°25 invernous‘e/:c o Cerrado  copas. Maiores comprimentos de espata. Teores
maiores de 6leo nos frutos !
Verbes quentes e Auséncia de peciolo remanescentes aderidos ao
o Mato Grosso ocnsncss 015> s d ‘ estipe. Pouco espinhos. Baixa densidade da
BGP 115 I 2011 3 S20°53°05 W 55°51°50 chuvosos, Pantanal .
do Sul (MS) inverno seco copa. Frutos pequenos. Plantas baixas. Teores
maiores de amido na polpa?
Acessos hibridizados no ano 2016
BGP69 I 2009 3o MinasGenais g yg0ppo500 Wageagp VoA QUENES, 0o 1
(MG) inverno seco
Verdo quente e Caracteristicas de peciolo remanescentes
BGP99 I 2011 30 Para S 21°44°40 W 57°28°37" chuvoso, Amazénia aderidos ao estipe, densidade de copa, espinho, e
(PA) pequena estacao tamanho das espatas intermediarias entre plantas
seca de MG e MS. Tamanho de frutos grandes™
Mato Grosso Verdes quentes e
BGP117 III 2011 3° S20°50°17>° W 55°54°51” chuvosos, Pantanal 2
do Sul (MS) .
inverno seco
Acessos hibridizados no ano 2017
BGP69 11 2009 o MinasGerals g g0 g5 Wageqgep YoTAOQUENte, oo, 1
(MG) inverno seco
Mato Grosso Verdes quentes e
BGP117 111 2011 3° S20°50°17°° W 55°54°51” chuvosos, Pantanal 2
do Sul (MS) .
inverno seco
BGP133 v 2011 o RegidoNorte  \p, ND#** - Amazonia 3

(NO)

*Caracteristicas baseadas em observagdes de campo. **ND: sem identificagdo da localidade. 1, 2 e 3: caracteristicas das regides de MG, MS e regido NO/PA, respectivamente.
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Tabela 2. Descri¢do do esquema dos cruzamentos, autofecundag@o e polinizagdo natural
entre plantas de procedéncias diferentes.

. . igla dos
Tratamento* Sigla Descricao Sig
cruzamentos
— 5 —
Autofecundagiio (Aut) Pl’antas polinizadas® com préprio Aut
pdlen.

MG x MGg
Cruzamento com mix de Plantas polinizadas® com mistura MSo x MGg
pélen das familias de (PMQG) de podlens provenientes de SPo x MGg
MG plantas de MG. PAo x MGg
NO¢ x MGy
MGo x MSg

Cruzamento com mix de Plantas polinizadas® com mistura MS¢x MSs
6len das familias de MS (PMS) de pélens de plantas de MS SPgx MS;
P P p : PA. x MS4
NO9 x MSz

MGo x SPg

MSs x SPg

Plant linizadas® ist SPox SPg

Cruzamento com mix de (PSP /PPA/ an ,as polinizadas® com mistura MG x PAz

L . de pélens de plantas de SP, PA e

pélen das familias de PNO) . MSo x PAz
SP/NO/PA NO, respectivamente, em 2015, PAo x PA

2016 ¢ 2017. 22
MGo x NOg

MSo x NOg

NO9 x NOg

Espatas ndo isoladas para
Polinizacdo aberta** (PAB) permitir a eficiéncia natural do PAB
tratamento — polinizacdo natural.

*A cada espata emitida pela planta foi direcionado um dos tratamentos.

**Polinizadores naturais - coledpteros das familias Curculionidae e Nitidulidae - e acdo do vento; acessos
dispostos nas glebas I, II, III e IV entorno de plantas da mesma e outra familia.

Simbolos: Q- genitor feminino - receptor de pélen; J: genitor masculino - doador de pélen, §: em uma dnica
espata.

No ultimo ano experimental (2017), foi utilizado uma nova metodologia de
hibridacdo — mantendo-se os mesmos tratamentos - com o intuito de otimizar o
pegamento dos frutos, que nos anos anteriores mostrou-se inexpressivo com baixa
producdo de frutos. Neste novo processo de polinizacdo, a abertura da espata ocorreu
de modo artificial. Houve um acompanhamento do desenvolvimento da espata na
planta, e ao notar que a mesma atingia sua circunferéncia maxima (observagdo de
campo) foi realizado a abertura de uma fenda longitudinal, com auxilio de uma faca
inox, e neste momento certificou-se a viabilidade da flor feminina, indicado pela
coloracdo rosada do estigma (Figura 1). A polinizacdo (Aut, PMG, PNO, PMS) foi
feita imediatamente apds a abertura manual da espata.

Os cachos polinizados foram isolados em sacos de organzas. Somente no
primeiro ano de testes (2015), o saco de organza foi mantido por 32 dias para coleta

de flores fecundadas em desenvolvimento e aquelas abortadas. Em 2017, apds dois
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dias da polinizacdo, o saco de organza foi substituido por saco de nylon para o

mesmo fim.

Figura 1. Processo da nova metodologia de hibridacdo desenvolvida no ano de 2017. (A)
espata em circunferéncia maxima (observacdo de campo); (B) espata com abertura
longitudinal artificial; (C) cacho floral exposto com detalhe da flor feminina receptiva
(coloracdo rosada do estigma) (D) detalhe da coloracdo rosada do estigma — viabilidade; (E)
flor feminina; (F) flor masculina. Fonte: Figura 1E e 1F, adaptadas de Brito (2013).

2.2 Avaliacdes

Monitoramento climdtico e periodo das poliniza¢oes manuais

Em todos os anos, no periodo de realizacdo das hibridagdes, foram
monitorados: dados de temperatura média (°C) e precipitacio acumulada (mm) da
regido; e as datas de abertura natural das espatas e as polinizagdes dirigidas em

cachos de cada acesso.

Relagao de producdo de flores femininas por cacho

Apos a colheita de 2018, dos frutos oriundos das hibridagdes de 2016, os
cachos de todos os cruzamentos dirigidos e de polinizacdes naturais foram coletados.
Em cada cacho foi efetuado a contagem de marcas referentes a inser¢ao de cada flor
feminina produzida, indicando a relagdo de producao de flores femininas por cacho.

O indice da eficiéncia reprodutiva e de autoincompatibilidade, baseado na
razdo percentual entre as producdes de flores e frutos formados de polinizacao
aberta, autofecundacio e de cruzamentos dirigidos (Zapata e Arroyo 1978; Bullock,

1985) serdo calculados nas produgdes somente do ano 2019. Os dados referentes as
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hibridacdes dos anos de 2015 e 2016 ndo foram submetidos ao calculo do indice

devido ao elevado abortamento dos frutos.

Pegamento dos frutos

Nos dois primeiros anos, o pegamento foi avaliado aproximadamente no
sexto més apds as polinizagdes. Os dados foram ajustados em uma escala de 0 a 4,
que correspondem ao cacho: 0 — vazio; 1 — pouco frutos (1 a 25%); 2 — moderado (26

a 50%); 3 — moderado a quase completo (51 a 75%); 4 — cheio (76 a 100%).

Estudos anatomicos utilizando testes histoquimicos

A comparacio das flores femininas entre a abertura manual e natural da
espata foi realizada através de estudos anatdomicos. Para tanto, as flores femininas
foram coletadas, no dia de ambos rompimentos das espatas de plantas de procedéncia
MG, MS e NO em 2017. O material coletado foi fixado em FAA (formaldeido, acido
acético glacial, etanol 50%, 1:1:18, volume:volume) por 48 h e conservadas em
etanol 70% (Johansen, 1940). Posteriormente, as amostras foram desidratadas em
série etandlica e incluidas em 2-hidroxietil-metacrilato. Sec¢des longitudinais (5 pm
de espessura) foram obtidas em micrétomo rotativo de avanco automatico.

Para andlise histoquimica, as amostras foram submetidas aos seguintes
reagentes: azul de toluidina 0,05% pH 4,4 (O’Brien et al., 1964) para carboidratos e
compostos fendlicos; sudan red (Pearse, 1972) para lipidios; lugol (Johansen, 1940)
para amido; xilidine ponceau — XP (Vidal, 1970) para proteinas e vermelho de
ruténio (Johansen, 1940) para pectinas. O controle foi conduzido simultaneamente
para cada teste, de acordo com o método proposto pelos autores.

As imagens das andlises, estrutural e histoquimica, foram obtidas em um
microscopio de luz (Olympus AX70) acoplados a camera fotografica digital, usando
o programa de captura de imagens Axion Vision (AxioCam HRc, Zeiss, Gottinger,

Alemanha).

Avaliagdo das sementes F
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Sementes origindrias dos frutos das safras 2016/2017 e 2017/2018 -
pertencentes aos cruzamentos: MSg x MGo, MGz x SPo; MSg x SPo. SP2x SPo. NOg
x MGg, PAz x PAg, MGy x PAo, PAz x MSo, MGa x MSo; das autofecundagdes:
MGau, SPau € MSauw; € da polinizagdo aberta SPpag, MSpas, PApas € MGpag -
foram avaliadas quanto as caracteres morfolégicos quantitativos: comprimento (0
opérculo como referencial para medi¢do) e largura das sementes, e qualitativos:

coloragdo e textura do tegumento (testa) da semente.

2.3 Delineamento experimental e andlises estatisticas

O delineamento experimental utilizado, em todos os anos de hibridacdo, foi
em blocos casualizados. Em cada ano, as hibridagdes constaram de trés regides e
cinco tipos de poliniza¢do, com trés repeticdes, sendo cada planta de um acesso uma
unidade experimental.

Os dados coletados das varidveis-respostas: pegamento; producdo de frutos e
sementes; relacdo do periodo de polinizacdo com dados climatologicos foram
analisados por estatistica descritiva. As médias de producdo de flores femininas por
cacho foram submetidas a andlise de variancia pelo teste F e comparadas pelo teste
de Tukey, em nivel de 5% de probabilidade. Para andlise de variabilidade de
sementes, as médias para as caracteristicas avaliadas foram submetidas a técnica

exploratdria multivariada de componentes principais.

3. Resultados

Nos cruzamentos dirigidos, observou-se compatibilidade entre genitores de
diferentes procedéncias, sendo verificada variagdo na producdo de frutos e nas

caracteristicas das sementes (F;) resultantes dos cruzamentos.

3.1 Monitoramento climdtico e das hibridacdes

Em todos os anos, as hibridacdes se concentraram na época chuvosa, de
outubro a janeiro, periodo em que as espatas se apresentavam maduras e iniciavam a
abertura espontdnea. Mesmo havendo a influéncia dos fatores ambientais de

precipitacdo e temperatura, observou-se que o periodo da abertura de espatas, e
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consequente a disponibilidade de podlen, ocorreu de acordo com a regidao de
procedéncia das plantas (Figura 2). Isso permite balizar a escolha do periodo ideal

para coincidir ou intercalar cruzamentos entre genitores de regides distintas.
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Figura 2. Temperatura média, precipitagdo acumulada e periodo de polinizacgio artificial das
plantas, de procedéncias de MG, SP, PA, NO e MS nos anos de 2015 a 2017.

Nas plantas de procedéncias de MG, as polinizagdes foram efetuadas em um
periodo compreendido entre final de outubro, no ano de 2017, ao inicio de dezembro,
em 2016. Novembro foi o més em que a realizacdo da hibridacao foi mais frequente,
devido a maior disponibilidade de espatas abertas, que foi mais expressiva em 2015,
quando a precipitagdo foi mais uniforme em relagdo aos outros anos. O mesmo foi
notado em plantas de SP, em que as polinizagdes efetuadas se estenderam de
novembro a dezembro, concentradas no més de novembro. Conforme observacoes de
campo, estas plantas apresentaram ter a abertura espontinea de forma mais
abundante em um determinado periodo.

As plantas do PA e NO se apresentaram mais tardias para a maturagdo das
espatas e consequentemente para realizacdo das polinizacdes, as hibridacdes
realizadas se concentraram no final de novembro e em dezembro, nos anos de 2016 e
2017, coincidindo com a época de maior precipitacdo. Portanto, € possivel que
plantas do norte do pais sejam mais influenciadas pelo acimulo de precipitacao para

ocorréncia da abertura das espatas.
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Nas plantas de procedéncias de MS, as poliniza¢des manuais foram iniciadas,
com a maturacdo das espatas, no final de outubro e estenderam se até o fim de
dezembro, ocorrendo na mesma época em todos os anos, o que indica que a
maturagdo das espatas das plantas desta procedéncia é menos influénciada da
quantidade de precipita¢do que as demais.

Todas as hibrida¢cdes ocorrem no periodo chuvosa, mas com variagdes
intrinsecas a cada procedéncia, devido a resposta da interacdo gendtipos por

ambientes.

3.2 Quantidade de flores femininas por cacho

Nas plantas, polinizadas em 2016, com producdo em 2018, foi observada
variacdo na quantidade de flores femininas produzidas por cacho de cada
procedéncia. As plantas de procedéncias de PA apresentaram 48% e 41% menos
quantidades de flores (484) que nas de plantas de MG e MS, respectivamente (Tabela
3).

Tabela 3. Producio de flores femininas por cacho, referente ao ano de
2016, em plantas de macatiba de procedéncias de MG, PA e MS.

Producao de flores femininas/cacho

Procedéncia (Polinizagdo 2016/Produgdo 2018)*
PA 484 b
MS 825 a
MG 942 a
CV (%) 29,37

*A frutificagdo da macadba é de natureza supra-anual com maturacdo dos frutos de
aproximadamente 14 meses, da poliniza¢do a colheita.

3.3 Hibridagoes, pegamento e producdo de frutos — 2015 a 2018

No primeiro ano (2015), as hibridacdes entre os acessos de SP, MG e MS
resultaram em baixo pegamento e, consequentemente, em baixa produgdo de frutos
(Figura 3A e B). Nos cruzamentos SPo x SPs e MS¢ x SPs ndo houve nenhum
pegamento (cachos em escala 0). No cruzamento MG x MSzs e SPpap obteve-se
cachos proximos a escala 2. Nos demais cruzamentos e polinizacao natural, a taxa de

pegamento foi na escala 1.
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Pegamento e producio de frutos referentes as hibridacdes de 2015 a 2017*

Pegamento$
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Figura 3. Valores, em média, do pegamento e producdo de frutos e sementes provenientes
de hibridagdes entre plantas de procedéncias distintas e polinizagdo natural nos anos de 2015

a2018.

*A frutificacdo da macatba € supra-anual com maturagdo dos frutos por aproximadamente 14 meses, da
polinizagdo a colheita, variando entre gendtipos. **Os valores, em média, da producdo de frutos de 2019 ndo
foram apresentados devido os frutos ainda estarem em processo de maturacdo, com polinizagdo efetuada entre
outubro a dezembro de 2017. ¥ Os dados de pegamento de frutos no cacho correspondem a escala: 0 — vazio; 1 —
pouco frutos (1 a 25%); 2 — moderado (26 a 50%); 3 — moderado a quase completo (51 a 75%); 4 — cheio (76 a
100%). Os dados de produgdo correspondem a contagem de frutos e sementes obtidos.
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Em geral, houve um elevado abortamento nos primeiros meses apds a
polinizacdo, que se estendeu de forma decrescente, durante o desenvolvimento dos
frutos. Devido a isso, a producdo de frutos e obtengao de sementes foi relativamente
baixa, com média de 30 frutos (variacdo de 1 a 90). Entretanto, todos os cruzamentos
resultaram em frutos maduros, exceto em SPo x SPgs MSo x SPg, MGo x SPs e
MGpag. Apesar do alto indice de abortamento, notou-se que plantas de MG
obtiveram uma maior producdo de frutos que demais plantas de outras regides (em
média 77% maior). Em relacdo a produgao de sementes, as plantas de MS receptoras
de pélen de MG e de autofecundacgdo, geraram mais de uma semente por fruto e as
demais seguiram o padrao de uma semente por fruto (Figura 3B).

No ano subsequente (2016), nas hibridacdes entre os acessos de MG, PA e
MS, os indices de pegamento e producdo continuaram baixos, porém com um visivel
aumento em relacdo ao ano anterior (Figura 3C). A utilizacdo dos sacos de organzas
somente nos primeiros dias apds polinizacdo pode ter interferido para diminui¢do do
abortamento neste ano pela presenca de mofo em flores abortadas, devido excesso de
umidade e auséncia de ventilagdo. Em todos os cruzamentos e poliniza¢do natural
houve pegamento nos primeiros meses; € os cachos apresentaram a escala 1. Os
cruzamentos MGo x PAg PAo x MGz, PA¢ x MS3 e MSo x MGg obtiveram cachos
com pegamento na escala 2, seguido das polinizacOes abertas PApap € MSpap com
pegamento, em média, em 50% do cacho (escala 3).

O abortamento de frutos seguiu 0 mesmo padrdao que no ano anterior, ou seja,
mais intenso nos primeiros meses apds a polinizacdo. A producdo de frutos e
obtencdo de sementes foi ausente nos tratamentos MGe x MGz, PAo x MSg, MS¢ x
MS3; PAawe € MSpag. Os demais apresentaram produgdo com poucos frutos, a
excecdo dos cruzamentos: MS¢ x PAg, PAo x PAs que apresentaram moderada
producdo de um cacho (escala 3). Ao contrdrio, do ano anterior, as plantas com
maiores producdes de frutos foram as de procedéncias de MS seguida das de MG.
Em relacdo a produgcdo de sementes, também foi notado que as plantas de
procedéncias de MS e de MG receptoras de polens de PA e MGpag, geraram mais de
uma semente por fruto (Figura 3D). As plantas de MS apresentaram mais de uma
semente por fruto nos dois anos consecutivos de estudo, o que pode indicar ser esta
uma caracteristica das plantas desta regido.

Com mudanca da metodologia de polinizagdo, no ano de 2017, ao contrario

dos anos anteriores, observou uma alta taxa de pegamento em todas as modalidades
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de hibridacdo (Figura 3E). Os cruzamentos MS¢ x MGz, MS¢ x NOg, MG¢ x MSz
apresentaram cachos cheios (escala 4). Ao contrdrio, o MSpap apresentou escala 1.
Os demais cruzamentos mantiveram pelo menos a metade de frutos aderidos ao
cacho, variando da escala 2 a 3. As plantas de MS apresentaram as maiores taxas de
pegamento, com todos os cruzamentos dirigidos em escala 4. Em relacdo aos anos
anteriores, o abortamento em 2017 foi menos intenso, em decorréncia da nova
metodologia aplicada (Figura 3A, 3B e 3E). As plantas do NO apresentaram ataques
de praga, o que pode ter induzido o abortamento de alguns frutos nos cruzamentos
MS3x NO9.NOg x NOg.

Outro fator considerdvel é o pegamento dos cruzamentos dirigidos apresentar
se superior aos da polinizacdo natural. Os cruzamentos apresentaram de 50 a 100%
de pegamento nos cachos, e os de PAB apresentaram, em média, 50% dos cachos
(escala 2) (Figura 3E). O protocolo de polinizacdo com a abertura precoce da espata
garantiu um maior sucesso de polinizacdo e fertilizacdo para fins das etapas de

hibrida¢gdes importantes para o programa de melhoramento.

3.4 Andlises histoquimicas das flores femininas na abertura manual e natural da

espata

A andlise histoquimica para presenca de carboidratos (PAS) e compostos
fendlicos soldveis de acordo com a reacdo diferenciada com os compostos celulares e
o azul de toluidina evidenciou a presenga destes compostos nas flores femininas de
todas as procedéncias, porém com diferenca na estrutura celular dos tipos de abertura
da espata (Figura 4).

Na abertura natural das espatas de todas as procedéncias, as flores femininas
apresentaram células de idioblastos com maior degradacdo do contetudo (Figura 4C e
4E). O citoplasma se mostrou com contetido menos denso € com precipitacdo ao
redor das rafides, observando haver um consumo de carboidrato nas flores de
abertura natural (Figura 4E). Em uma mesma amplitude, as flores femininas de
abertura manual apresentaram células de idioblastos com contetido denso e células
subdivididas, fatores que podem contribuir para o maior pegamento dos frutos
(Figura 4F). Em relacdo aos compostos fendlicos, as flores de abertura natural
apresentaram mais células com conteudo fendlicos soliveis, sendo mais localizada

na regido dos estames (regido 1) e diminuindo a intensidade para regides mais
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internas das flores femininas (regido 2 e 3a) (Figura 4G e 4H). Entretanto, as flores
de abertura manual apresentaram menos células onde foi evidenciada a presenca de

compostos fendlicos (Figura 41 e 4J).

Abertura natural Abertura manual -

Regido

Figura 4. Caracterizag¢@o histoquimica das flores femininas coletadas no dia da
abertura artificial e natural das espatas de macauba. (A) flor feminina de macatba;
(B) flor feminina seccionada na vertical e reparticdo da localiza¢do das diferentes
regides da flor; (C e D) regido 1 da flor referente ao teste para carboidrato, (E e F)
regido 2 da flor referente ao teste para carboidrato; (G e H) regido 1 da flor referente
ao teste para fendlicos soldveis; (I e J) regido 2 da flor referente ao teste para
composto fendlico; (K e L) regido 2 e 3 corado com azul de toluidina . As imagens
(C, D, E e F), mostram resultado positivo para presenca de carboidrato pelo reagente
PAS, as setas indicam a diferenca na estruturacdo do idioblasto e na precipitacio de
contetido entre abertura manual e natural. As imagens (G, H, I e J), mostram
resultado positivo para presenca de compostos fendlicos pelo reagente azul de
toluidina, indicados pela seta preta. As imagens (K e L) mostram presenca de rafides
em luz normal e polarizada, respectivamente.
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Idioblastos contendo rafides foram observadas em ambas aberturas de todas
as procedéncias, em maior abundancia na regidao 2 (Figura 2K e 2L). Em todas as
procedéncias, em ambos tipos de abertura da espata, ndo houve diferenga visual
quanto a mucilagem e presenca de cristais. Entretanto, as flores da regido NO,
mostraram presenga de maior nimero de vacuolos e feixes vasculares que as demais.
Na andlise histoquimica, observou-se reagdo negativa para diferenca de presenca de

proteinas, lipideos e amidos nas flores de ambos tipos de abertura da espata.

3.5 Variabilidade das sementes

As sementes oriundas das producdes de frutos das safras 2016/2017 e
2017/2018, apresentaram variabilidade morfologica quanto aos cruzamentos
realizados e polinizacdo natural, conforme visto nas figuras 5 e 6. As caracteristicas
das sementes provenientes dos cruzamentos se diferiram em relacdo a procedéncia
geografica do genitor feminino. De acordo com anélise multivariada realizada, foram
gerados dois componentes principais (fator 1 e fator 2), formando dois grupos
distintos em relacdo as caracteristicas analisadas (Figura 5). Um dos grupos se
caracterizou por apresentar sementes de maior tamanho, coloragdo clara e superficie
lisa. Este foi composto pelos cruzamentos PA¢ x MGg, PA¢ x PAg MGo x PAs MGo
X MSg, a autofecundacdo MGau, € a polinizagdo natural MGpas € PApas. O outro
grupo apresentou sementes menores, coloracdo escura e aspecto rugoso, e foi
formado pelos cruzamentos MSo x MGz, MSo x MSg, a autofecundacdo MSau €
poliniza¢do natural MSpas, com predominincia dos com genitores femininos de MS.
Os demais cruzamentos SPo x SPz, SPo x MSgs, SPo x MG, MG x MGz, MSo x PAg
apresentaram caracteristicas intermedidrias entre os dois grupos com plantas de
procedéncias de MG, PA e MS. Os cruzamentos reciprocos entre MG e PA
apresentaram caracteristicas morfolégicas semelhantes, exceto a tonalidade da

coloracdo (Figura 6), em decorréncia das caracteristicas dos genitores femininos.
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Figura 5. Andlise multivariada usando componentes principais, com formacdo de dois

grupos distintos mostrando variabilidade das sementes quanto ao tipo de cruzamento.
*COM: comprimento; LARG: largura; SUPER: superficie; COLOR: coloracdo; r: genitor feminino — receptor
de poélen; d: genitor masculino — doador de pélen.

4. Discussao

Dentre as pesquisas abordadas no BAG - Macauba/UFV, destaca-se o
pioneirismo de abordagem da avaliacdo da compatibilidade entre cruzamentos de
plantas de procedéncias distintas e fenotipicamente contrastantes. As hibridacdes
entre familias de meios-irmaos provenientes de regides de MG, MS, NO, PA e SP se
destacaram com resultados positivos € com presenca de variabilidade entre as
sementes. A abertura manual da espata, no momento da polinizagdo, favoreceu o
pegamento de frutos, com presenca de flores femininas vidveis e melhores

desenvolvidas quanto ao conteddo celular em nivel anatdmico.
No periodo de realizacdo das polinizagoes observou um padrdo de maturacdo e

abertura espontdnea das espatas de cada procedéncia, que se sobrepoe em um

mesmo periodo
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Sementes provenientes das polinizacoes de 2015/ producio 2017
BGP 47 - BGP 50 - BGP 115
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Sementes provenientes das polinizacoes de 2016 / producao 2018
BGP 69 - BGP 99 - BGP 117

[PA,xPA;]  [MG,xPA;] [ PAmy |

Figura 6. Sementes provenientes de cruzamentos entre plantas de macaiba de
procedéncias distintas com polinizagdo em 2015 e 2016, respectivamente.
Escala: 0.75:15 cm.
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O planejamento das hibridacdes demanda o conhecimento da época de
floracdo para sincronizacdo da polinizagdo dos genitores. Brito (2013) demostrou a
influéncia da abertura de espatas da macatba com inicio da estacdo chuvosa em
populagdes naturais de Acaiaca/MG. O mesmo foi observado nos genitores em
estudo, que demostraram que a abertura dos cachos € influenciada por fatores
ambientais de precipitacdo e temperatura. As polinizagdes manuais se iniciaram com
a maturacdo e abertura das espatas de cada acesso. Entretanto, em todos os anos,
notou-se a existéncia de um padrao do periodo de espatas aptas para polinizag¢do, que
¢ intrinseco para cada acesso de uma regidao, além da sobreposicdo dos mesmos em
determinado periodo.

A porcentagem de cruzamentos bem-sucedidos em plantas cultivadas varia
grandemente em fun¢do das condi¢des ambientais (Sediyama et al., 1986). Em
termos de melhoramento, as observacdes deste periodo de abertura de espatas
caracteristicos para plantas de procedéncias distintas relacionados com condi¢des
edafocliméticas sdo efetivas na hibridacido. Em um estudo com A. aculeata
(macauba), as primeiras inflorescéncias abertas naturalmente apresentaram
abortamento quando havia menores precipitagdes e ressaltou uma correlagio entre o
pico de floracio com a produgdo de frutos em periodos com maiores volumes de
chuva (Scariot et al., 1995). Dessa forma, o conhecimento do padrio de
florescimento dos genétipos se apresenta também relevante para eficiéncia da
polinizacdo. Isso pode garantir a producdo de quantidades de sementes necessdrias
para métodos de melhoramento, como o de selecdo massal, que requer populacdes
iniciais com maiores nimeros de individuos.

Estes dados indicam a ocorréncia de um padrdo para abertura espontanea das
espatas de acessos de regides distintas. Isto permite um planejamento para realizar a
coleta de pdélen e a sincronizacdo dos cruzamentos entre regides distintas,

correlacionando com fatores edafoclimaticos do local.

Aspectos sobre o pegamento e produgcdo de frutos que evidenciam nivel de

compatibilidade e comportamento dos cruzamentos dirigidos e autofecundacoes

Nos dois primeiros anos de avaliacdo da compatibilidade de cruzamentos e
autofecundacgdo, foi constatado um elevado abortamento dos frutos. A maior

intensidade do abortamento ocorreu nos primeiros meses apds a fecundacdo, se
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estendendo em menor grau até o final da maturagcdo dos frutos. Com produc¢do de no
maximo 80 frutos (MSz x MG¢) em 2015 e de 150 frutos (PAsx MS¢) em 2016.

As hibridagdes que envolviam plantas de SP, tanto como receptora ou
doadora de pélen, tiveram as mais baixas produgdes de frutos entre os demais. Essas
plantas se mostraram menos receptivas quando houve a polinizacdo manual, com
abortamento gradual de frutos e baixa produ¢do; do que na poliniza¢do aberta (PAB)
que apresentou 90% a mais de frutos que os demais cruzamentos. O abortamento de
frutos nos dois primeiros meses apds a fecundacdo também foi relatado em plantas
de SP polinizadas com pdlens de SP, MG e autofecundacao por Berton et al. (2017).

Contudo, todos os cruzamentos com genitor masculino de SP ndo
apresentaram producdo de frutos. As plantas de SP demostraram niveis de genoma
misto das plantas de procedéncias de MG (Acrocomia aculeata) e das de MS (A.
totai), aceitando a existéncia destas como duas espécies de macatba (Abreu et al.
2012, Lanes et al., 2015). As plantas de procedéncias de SP sdo vistas como hibrido
natural entre procedéncias de MG e SP, por apresentarem genoma misto €
caracteristicas fenotipicas das duas procedéncias. Uma hipétese deste estudo € que o
resultado do abortamento expressivo em plantas de SP quando cruzados com plantas
de MG e MS, pode ter ocorrido como um efeito de depressio endogamia ou
incompatibilidade por convergéncia de genes com ancestrais em comum. Além
disso, autofecundacio nas plantas de SP gerou sementes Fi, porém este estudo indica
a avaliacdo a nivel molecular para verificar a autenticidade da autofecundacao,
mesmo que as sementes F; apresentaram caracteristicas intermedidrias entre as
oriundas de plantas de SP e MG.

As plantas de MG, em 2015, ao contrario das de SP, ndo obtiveram produgdo
de frutos na PAB, porém foram as mais receptivas ao pdolen de MS, MG e
autopolinizacdo, com maiores producdes em comparacdo aos demais. No ano
seguinte, também se mostraram receptivas para os PMS e PNO, com produ¢ao média
de 50 e 100 frutos, respectivamente. No entanto, em 2016, por motivo desconhecido
houve abortamento total dos cruzamentos MG¢ x MGz e MGaut, que se estendeu ao
longo dos meses de maturacdo, mas de forma mais acentuada no inicio. Na producao
de 2017, exceto em MGo x MGz e MGau, todos os outros cachos polinizados com
polen de MG apresentaram frutos maduros. Em andlise de todas as hibridagdes, os
cruzamentos que envolveram plantas de MG tiveram um comportamento positivo,

tanto como receptivas ou doadoras de pdlen para acessos de outras regides. Contudo,
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em comparacao, as producdes de frutos foram maiores em plantas de MG receptoras
de pélen, indicando-as como bons genitores femininos.

Porém, os cruzamentos que mais se destacaram como compativeis foram os
que envolviam plantas de MS. Estas se mostraram receptivas quanto aos polens de
outras regides e autofecundagdo, mas teve insucesso quanto ao recebimento de pdlen
de SP, em 2015, MS e polinizagdo aberta, em 2016. Em relacdo aos cruzamentos em
que foi doadora de pdlen, somente no PA¢ x MSs ndo houve nenhuma produgio de
frutos, no entanto, apresentaram maior abortamento nas PAB. Nos trés anos
consecutivos as PAB das plantas de MS apresentaram baixo pegamento e producao
nas poliniza¢des abertas comparadas com os manuais. Resultados semelhantes foram
descritos por Brito (2013) que demonstraram que os polinizadores foram ineficientes
se comparados as frutificacdes obtidas na polinizagdo aberta e a manual feita em
macatba. Em observacdo de campo, notou-se que as plantas de MS apresentaram
producdo bem menor de pdlen que as de outras procedéncias.

A diferenca da queda de frutos entre o pegamento e a colheita foi mais
exacerbada nas plantas de procedéncia de PA. Estas apresentaram producdo somente
para os cruzamentos com pélens de MG, PA e na PAB. A qual comprova as plantas
de MG como bons genitores masculinos. Nos dois dltimos anos, houve presenca de
pragas nas plantas do NO e PA que podem ter interferido na queda de frutos.
Contudo, os cruzamentos PPA foram os que obtiveram as maiores produgdes de
frutos em relacdo a todos os outros, em 2017. As plantas de outras procedéncias se
apresentaram altamente receptivas ao pélen proveniente de plantas do PA.

A intensidade de abortamento de frutos j4 vem sendo relatada em trabalhos
anteriores. Na década de 90, a correlag@o de floracdo, frutificacdo e abortamento em
macauba sugeriram vdrias causas para o abortamento, entre elas a forte influéncia de
fatores abidticos, porém nada conclusivo (Scariot et al., 1995). J4 nos dltimos anos,
as pesquisas mais recentes no BAG - Macaiba/UFV, também fazem referéncia a
elevada taxa de abortamento precoce de frutos como um dos motivos pelo baixo
nimero de descendentes por autopolinizagio observado (s < 5 %), podendo a carga
mutacional e a presenca de depressdo endogamica serem uma das razdes (Lanes et
al., 2016; Simiquele et al., 2018).

A diferenca de pegamento dos mesmos cruzamentos entre 0s dois primeiros
anos de cruzamentos destes estudos, pode ser devido a uma autoincompatibilidade

parcial, causa nutricional, fisiolégica ou até mesmo a ocorréncia de uma forte chuva
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que pode ter favorecido a queda de frutos recém-formados (Figura 3). Porém, a perda
de viabilidade floral também é uma explicacdo plausivel para o abortamento de
flores e possivelmente de frutos, conforme visto na diferenca entre a metodologia de
polinizacao aplicadas e nas andlises histoquimicas entre flores femininas de aberturas

manual e natural (Figura 1 e 4).

Implicacoes da abertura manual da espata na receptividade da flor feminina no

momento da polinizagdo, e no aumento do pegamento no ultimo ano de hibridagdo

Com a aplica¢do da nova metodologia de polinizacdo artificial com abertura
precoce da espata, em 2017, todos os cruzamentos mostraram altos indices de
pegamento (~85%), indicando uma compatibilidade entre as plantas de macauba de
diferentes procedéncias. Inclusive, revelando a possivel viabilidade da
autofecundacdo. Estes resultados permitem inferir que o abortamento de frutos
observado por vdérios pesquisadores, também pode ser influenciado pelo
desenvolvimento floral, relacionado a receptividade e o contetdo celular da flor
feminina no momento da polinizacao.

As flores pistiladas receptivas possuem estigmas secretores, rosados e
papilosos, e em até trés dias estes ja se encontram secos e escurecidos, indicando o
termino da receptividade da flor (Mazzottini-dos-Santos et al., 2015). Em plantas de
MG, a viabilidade da flor feminina tem durabilidade aproximada de um dia apds
abertura natural da espata (Brito, 2013). Contudo, a abertura antecipada da espata,
mostrou que a receptividade da flor feminina, das procedéncias de MG, MS e regido
NO, antecede a abertura natural da bractea. Assim o abortamento natural pode estar
mais fortemente ligado a outros fatores do que ao de incompatibilidade genética. As
diferengas de padrdes temporais no abortamento, em A. aculeata, entre dareas
semelhantes sugere uma forte influéncia de fatores abidticos (Scariot, 1995); ou
associadas a baixa presenca de polinizadores quando comparando com polinizacdo
artificial (Brito, 2013).

A abertura manual da espata para polinizacdo evidenciou uma flor feminina
com menores quantidades de compostos fendlicos e idioblastos contendo vactolos
mais desenvolvidos e menores precipitacdes do contetido. A presenca de compostos
fendlicos foi mais abundante na regido do estigma para a parte externa do mesocarpo

da flor na abertura natural. O acimulo de idioblastos fendlicos no estigma e na regiao
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conectiva da flor (estigma — ovério) com presenca de idioblastos com rafides na flor
de macaiba também foram relatados por Mazzottini-dos-Santos et al. (2015). A
presenca de compostos fendlicos é geralmente associada a protecdo contra-ataques
de pragas e doencas (Askgaard et al., 2008). Entretanto, a presenca de conteudos
fendlicos soliveis pode também sinalizar a degradacdo de células. No caso, a
abundancia de fendlicos soliveis pode ter tido influéncia na receptividade da flor
macauba, visto que a maior taxa de pegamento foi observada na abertura manual em
flores com menores concentracdes de fendlicos. Ja os idioblastos possuem fungao de
armazenamento de substincias e producdo de energia para planta, com ocorréncia
proximo aos feixes vasculares, como exemplo os idioblastos com réifides (Fahn,
1979). Na flor da macauba observou-se a presenga de grande quantidade de
1dioblastos com réfides em ambas os tipos de abertura, em algumas partes da flor de
ambos os tipos de abertura da espata. Ao oposto, as flores de abertura natural
apresentaram precipitacdo do conteddo dos idioblastos, o que indica que estas ja
estavam degradando o contetido armazenados para o metabolismo da flor. Esses
dados reforcaram o pegamento significativo em espatas com abertura artificial em
comparacdo aos outros anos em que o rompimento da espata ocorreu de forma
natural para polinizacao.

Um outro motivo para elevada taxa de abortamento encontrada nos primeiros
anos de hibridac@o pode ser a quantidade de producao de flores femininas por cacho
- variagdo de 51% entre plantas das procedéncias de MS (484) e MG (942). Esta alta
quantidade de flores femininas em um cacho pode indicar haver também um
processo natural de abortamento, como uma estratégia pela planta para suporte
nutricional dos frutos. Em macauba, Scariot et al. (1995) também relataram que o
nimero de flores femininas produzidas é maior que o nimero de frutos produzidos, e
pode indicar um mecanismo para permitir o aborto seletivo em plantas macatiba.

Logo, o sucesso de uma hibridacdo estd associado a vdrios fatores, como a
auséncia de problemas no sistema reprodutivo, decorrente de barreiras de pré e pds-
fertilizagdo, tais como a falta de germinacdo do grdao de pdlen, o retardamento ou
inibicao do crescimento do tubo polinico, a morte do embrido devido a degeneracao
do endosperma, e a esterilidade total ou parcial das plantas hibridas (Pereira et al.,

2010).
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Plantas fenotipicamente contrastantes e de procedéncia distintas geram

variabilidade que pode ser explorada por cruzamentos dirigidos

O contraste dos fendtipos de genitores pode indicar possivel formacdo de
grupos distintos. A formacgdo desses grupos semelhantes entre si e contrastante entre
eles, pode resultar em Fi; com possivel efeito de heterose. Com o resultado da
compatibilidade positiva entre regides de MG, NO e MS (~85%) e autofecundacdo
(~77%), recomenda-se estudos de diversidade dos hibridos F; e da geracdo de
autofecundagdes para confirmacdo destes possiveis grupos. Os cruzamentos entre
plantas divergentes, em plantas al6gamas com base ampla, como o caso da macatba,
pode gerar segregacdo e obtencdo de individuos heterozigéticos. Essa variagdo
existente pode ser herddvel e agregar ganhos genéticos para caracteristicas
agronomicamente importantes, assim como, aumentar a variabilidade. Variacdes
quanto a fenologia, crescimento vegetativo indicaram também a existéncia de
variagdo genética entre populacdes de diferentes procedéncias em Cordia africana
(Loha et al., 2003).

As sementes de macatiba obtidas das hibridagdes apresentaram variabilidade
genética com caracteristicas semelhantes as plantas maternas de cada procedéncia.
Em Cordia africana, 71 a 98% da variagdo total foi atribuida a variagdo da origem,
indicado herdabilidade do sentindo amplo (Loha et al., 2006).

O efeito da variagdo intraespecifica nas sementes pode ser explicado por
vérias razdes. Entre elas, esse efeito pode ser atribuido pela qualidade e quantidade
dos recursos disponiveis no ambiente da planta materna, e/ou pela maior parte do
material genético e do endosperma serem de maior parte de heranca materna
(Charnov, 1979; Bawa e Webb, 1984; Niesenbaum, 1999). Os cruzamentos dentro e
entre espécies, particularmente no milho e Arabidopsis, possui um equilibrio entre os
genomas maternos e paternos, na propor¢cdo de 2:1 na formacdo do endosperma,
necessario para viabilidade das sementes (Gehring et al., 2004). Logo, a
complementacdo entre os gendtipos materno e paterno determina o resultado das
caracteristicas de cada semente (Waser et al., 1987). Fator importante nos
cruzamentos dirigidos de genitores divergentes. Entretanto, quando a polinizacdo
envolve mistura de pdlen, ou seja, mais de um genitor masculino, surge competicao:
na distribui¢do dos recursos maternos durante formacdo do endosperma e embrides;

diferentes velocidades de crescimento do tubo polinico e/ou habilidade para
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fertilizacdo, os quais sdo vistos como rivalidade entre irmdos podendo causar
variacdo nos fendtipos das sementes (Marshall e Folsom, 1991; Mock e Parker,
1997). Segundo a hipdtese da teoria do conflito parental, os fenétipos de sementes
reciprocas sao resultado de um conflito entre os interesses paternos e descendentes
sobre a alocacdo de recursos maternos. Esta teoria se fundamenta que a parte materna
tentard distribuir recursos nutricionais igualmente, j4 a parte paterna tentard
direcionar a quantidade maxima de recursos maternos para seus filhos (Gehring et
al., 2004).

A producdo da quantidade de sementes por frutos em macatba também
indicou estar relacionada a procedéncia das plantas. Os cruzamentos com plantas de
PA e MS apresentaram mais de uma semente por fruto, se diferenciando dos demais.
A macauba tem capacidade para fertilizagdo para trés 6vulos, no entanto quando um
deles ndo ¢ fertilizado ocorre degeneracdo precoce em torno de treze dias
(Mazzottini-dos-Santos et al., 2015). Cruzamentos interespecificos em familias de
angiospermas mostraram que a disfuncdo dos endospermas € a principal razao para a
incompatibilidade hibrida, levando a morte de um dos embrides (Brink & Cooper,
1947). A quantidade de semente por fruto pode influenciar na redug¢do das
polinizacdes manuais requeridas para atingir o tamanho efetivo de populacdes em
etapas de métodos de melhoramento.

A variabilidade observada nas sementes pode favorecer a formacdo de
grupos heterdticos. As sementes oriundas de plantas maes de MS se apresentaram
contrastantes quanto as caracteristicas morfoldgicas das sementes do PA e MG,
sendo inversamente proporcionais quanto ao tamanho, coloragdo e superficie. J4 as
sementes de SP apresentaram caracteristicas mescladas de ambas familias. Como foi
citado, as plantas de SP possuem genoma misto com ascendéncia em plantas de MG
e MS (Lanes et al., 2016). A variacdo em tamanhos de sementes tem efeito genético
(Temme, 1986). Variagdes morfoldgicas também foram observadas em sementes
oriundas de populacdes de procedéncias diferentes de C. africana e de Alliaria
petiolata que apresentaram variacdes nas caracteristicas morfometricas (Loha et al,
2006; Susko et al., 2000). As sementes de A. petiolata, também apresentaram
variacdo de 2,5 a 7,5 vezes em tamanhos e nimero de dias da germinacdo de

sementes resultantes das diferencgas entre as plantas maternas (Susko et al., 2000).
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Consideracoes sobre os cruzamentos dirigidos entre plantas fenotipicamente

contrastantes de procedéncia distinta de MG, MS e SP-PA-NO

Os cruzamentos de plantas fenotipicamente contrastantes de procedéncia
distintas apresentaram avangos no melhoramento da macatba quanto ao
comportamento das hibrida¢des. No dltimo ano, as plantas de MS se destacaram,
sendo as mais efetivas para pegamento de frutos. Em geral, as plantas de procedéncia
de MS e MG se mostraram melhores genitoras femininas, ou seja, receptoras de
poélen, consequentemente, com maiores producdes de frutos. Contudo, as
procedéncias do PA e regido NO se destacaram como genitores masculinos, com
melhores resultados como doadoras de pdlens para MG e MS. Todos as hibridacdes
que obtiveram sucesso, apresentaram na geracao das sementes Fi, variabilidade nas
caracteristicas qualitativas e quantitativas. As sementes, assim como as plantas maes,
apresentaram carateristicas contrastantes.

Devido a grande diversidade fenotipica da macatba, ainda ndo ha consenso
sobre a identidade taxondmica da macatdba (Lima et al., 2018). Nos institutos
botanicos ainda falta uma classificagdo taxondmica definitiva para a macaiba, para
esclarecer se os fendtipos sdo ecotipos, subespécies ou espécies diferentes da
Acrocomia. Apesar desta divergéncia de identificacdo e classificagdo taxondOmica,
este trabalho evidenciou que apesar da existéncia de caracteristicas fenotipicas
proprias de cada regido estudada, as plantas de diferentes regides produziram

progénies com sucesso.

5. Conclusoes

Este trabalho evidenciou que mesmo com a divergéncia na identificacao,
classificagdo taxondmica da macauba, a hibridacdo entre plantas fenotipicamente
contrastantes e de procedéncias distintas produziram progénies com sucesso.

Os cruzamentos dirigidos entre plantas contrastantes de regides distintas
indicaram o sucesso na compatibilidade das hibridacbes mediante a nova
metodologia de polinizacdo. A autofecundacdo manual pareceu ser possivel.
Entretanto, recomenda a confirmagdo de autofecundacdo mediante andlise molecular
dos mesmos e a complementacdo dos dados de produgdo de frutos e sementes do

ultimo ano de hibridagdo.
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A nova metodologia de abertura artificial e antecipada de espata € efetiva
para o sucesso das hibridac¢des e € indicada para os processos de polinizacdo dentro
do programa de melhoramento da macauiba. As caracteristicas histoquimicas dos
tecidos de flores femininas confirmaram a viabilidade das flores na abertura manual.

H4 variabilidade nas sementes em funcdo dos cruzamentos, que pode ser
explorada no programa de melhoramento. As caracteristicas das sementes sio

fortemente ligadas as caracteristicas do genitor feminino de cada procedéncia.
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CONSIDERACOES FINAIS

As hibridacdes entre plantas de macadba fenotipicamente contrastantes de
procedéncias distintas obtiveram sucesso na compatibilidade mediante nova
metodologia de polinizacdo e progénies Fi com variabilidade genética, contribuindo
ao programa de melhoramento do BAG-Macaiba/UFV.

Este trabalho evidenciou que apesar da divergéncia quanto a identificagdo
classificagdo taxondmica da macatiba, os cruzamentos dirigidos entre plantas de
regides distintas e fenotipicamente contrastantes produziram progénies com sucesso,
mediante a nova metodologia de polinizacdo. A autofecunda¢do manual indicou ser
possivel. A confirmagdo de autofecundagdo com base em marcadores moleculares e
a complementa¢do dos dados de producgdo de frutos e sementes sdo recomendados
neste trabalho. A nova metodologia de abertura artificial da espata € indicada para os
processos de polinizagdo dentro do programa de melhoramento da macaiba. As
caracteristicas histoquimicas das flores femininas confirmaram a viabilidade antes da
abertura natural da espata, inferindo sobre uma das possiveis causa no abortamento
de frutos da macaidba em cruzamentos dirigidos. As sementes F; apresentaram
variabilidade fenotipicas relacionadas as caracteristicas intrinsecas dos genitores
femininos de cada procedéncia.

A confirmagdo de cruzamentos constatou a obtencdo de hibridos F; entre
procedéncias de MG, MS e SP. O estudo da diversidade genética dos F; apresentou
variabilidade na fase juvenil. A genotipagem agrupou-os quanto a proximidade
genética em relacdo as procedéncias dos genitores. A caracterizagdo fenotipica
distingui-os em grupos, sem influéncia dos genitores devido a base genética ampla da
macauba. Os hibridos A7, A18 e A12 descendentes do BGP105-P1/MS, destacaram-
se para obtencdo de variedades com pouco espinho e desenvolvimento normal. Os F;
possuem variabilidade que pode ser explorada na fase de selecdo para geracdo F» e
na orientacdo de novos cruzamentos. Tais resultados mostraram que cruzamentos
entre genotipos contratantes de macatba podem ser explorados para linhas de
pesquisas no melhoramento da espécie com auxilio de marcadores moleculares.

O presente estudo apresentou resultados que trazem parametros para a
continuacdo e abertura de novas linhas de pesquisas sobre a compatibilidade,
abortamento de frutos, hibridacdes e avaliacdes de prog€nies para avangos

significativos ao programa de melhoramento da macatiba.
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