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RESUMO

SANTOS, Jonis Franklin Leite dos, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, junho de 2024.
Diversidade genética, aspectos reprodutivos, divergéncia e correlacio entre caracteres de
fruto e semente de Byrsonima cydoniifolia A. JUSS. com ocorréncia natural na regiao leste
do estado de Mato Grosso, Brasil. Orientador: Carlos Eduardo Magalhdes dos Santos.
Coorientadora: Ana Aparecida Bandini Rossi.

O muricizeiro (Byrsonima cydoniifolia) ¢ uma espécie arborea frutifera com potencial de
mercado devido a qualidade de seus frutos, porém o conhecimento sobre os aspectos
reprodutivos e diversidade genética desta espécie sdo escassos. Diante disso, o estudo teve por
objetivo avaliar a diversidade genética por meio de marcadores moleculares, verificar o
comportamento meidtico ¢ a viabilidade polinica, bem como a divergéncia genética e a
caracterizacdo biométrica dos frutos e sementes de B. cydoniifolia na regido leste do estado de
Mato Grosso (MT). A diversidade e estrutura genética foi avaliada em 128 individuos,
distribuidos em quatro populagdes nativas na regido leste do estado de Mato Grosso, por meio
de doze marcadores moleculares microssatélites. Os aspectos reprodutivos foram verificados
por meio da viabilidade polinica via teste colorimétrico, comportamento meiotico e relagao
pélen/dvulo, em 20 individuos coletados na regido leste do MT. A divergéncia genética e a
caracterizagdo biométrica dos frutos e sementes, foram avaliadas em 40 individuos de
muricizeiros nativos da regido leste do MT, por meio das técnicas de analise multivariada. Na
avaliacdo molecular, foram amplificados 132 alelos, com média de 11 alelos por locus. O PIC
médio foi de 0,667. He foi maior que Ho para todos os /oci e populagdes analisadas. O indice
de fixagcdo médio por primers 01 0,639 e 0,615 por populacao, demonstrando que as populagdes
apresentam endogamia. Foram encontrados 117 alelos raros, 43 alelos exclusivos e 26 alelos
raros mais exclusivos nas populagdes. O maior componente de variacdo genética foi
intrapopulacional. As popula¢des dos municipios de Barra do Gargas e Cocalinho foram as mais
divergentes entre as analisadas. A classificagdo morfologica dos graos de pdlen, apresentou
polens prolato-esferoidal, pequenos, 3-colporados, com colpo denominando-se graos de pdlen
tricolporados de area polar grande e exina microrreticulada. O indice meiotico diferiu entre as
populagdes e entre os individuos, sendo superior a 95%. A viabilidade polinica foi eficiente na
distin¢do dos poélens viaveis e inviaveis e superior a 90%. Os graos de pdlen possuem amido e
lipideos como substancia de reserva. A divergéncia genética entre individuos de muricizeiros,
apresentou cinco grupos distintos com base no método UPGMA e sete grupos no Tocher e
dispersao grafica. Os trés primeiros componentes principais explicaram 83,83% da varia¢ao

total. A caracteristica °brix apresentou a maior contribui¢cdo relativa para a diferencia¢do dos



individuos. Os frutos e sementes apresentaram fortes correlagdes positivas e negativas,
evidenciando frutos com maior quantidade de massa. As populacdes avaliadas apresentam
diversidade genética e devem ser conservadas, pois constituem fontes promissoras para
programas de melhoramento genético. As informagdes sobre os aspectos reprodutivos,
auxiliardo a compreender a ecologia, conservagao, dispersdo e o potencial de propagagdo que
garante o sucesso reprodutivo da espécie. As variagdes divergentes e biométricas na espécie,

mostrou potencial para programas de melhoramento.

Palavras-chave: Murici; Recursos Genéticos; Conservagdao; Potencial; Melhoramento
Genético.



ABSTRACT

SANTOS, Jonis Franklin Leite dos, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, June, 2024.
Genetic diversity, reproductive aspects, divergence and correlation between fruit and seed
characters of Byrsonima cydoniifolia A. JUSS. with natural occurrence in the eastern
region of the state of Mato Grosso, Brazil. Adviser: Carlos Eduardo Magalhaes dos Santos.
Co-adviser: Ana Aparecida Bandini Rossi.

The muricizeiro (Byrsonima cydoniifolia) is a fruit tree species with market potential due to the
quality of its fruits, however knowledge about the reproductive aspects and genetic diversity of
this species is scarce. Therefore, the study aimed to evaluate genetic diversity through
molecular markers, verify meiotic behavior and pollen viability, as well as genetic divergence
and biometric characterization of the fruits and seeds of B. cydoniifolia in the eastern region of
the state of MT. Genetic diversity and structure was evaluated in 128 individuals, distributed in
four native populations in the eastern region of the state of Mato Grosso, using twelve
microsatellite molecular markers. Reproductive aspects were verified through pollen viability
via colorimetric test, meiotic behavior and pollen/ovule ratio, in 20 individuals collected in the
eastern region of MT. The genetic divergence and biometric characterization of fruits and seeds
were evaluated in 40 individuals from muric trees native to the eastern region of MT, using
multivariate analysis techniques. In the molecular evaluation, 132 alleles were amplified, with
an average of 11 alleles per locus. The average PIC was 0.667. He was greater than Ho for all
loci and populations analyzed. The average fixation index for primers was 0.639 and 0.615 per
population, demonstrating that the populations present inbreeding. 117 rare alleles, 43 exclusive
alleles and 26 more exclusive rare alleles were found in the populations. The largest component
of variation was intrapopulation. The populations of Barra do Gargas and Cocalinho were the
most divergent among the four analyzed. The morphological classification of pollen grains
showed prolato-spheroidal, small, 3-colporate pollens, with colpus being called tricolporate
pollen grains with a large polar area and microreticulate exine. The meiotic index differed
between populations and individuals, being greater than 95%. Pollen viability was efficient in
distinguishing viable and non-viable pollen and exceeded 90%. Pollen grains have starch and
lipids as reserve substances. The genetic divergence between individuals of muricizeiros
presented five distinct groups based on the UPGMA method and seven groups on the Tocher
and graphic dispersion method. The first three principal components explained 83.83% of the
total variation. The °brix characteristic presented the greatest relative contribution to the
differentiation of individuals. The fruits and seeds showed strong positive and negative

correlations, showing fruits with a greater amount of mass. The populations evaluated present



genetic diversity and must be conserved, as they constitute promising sources for genetic
improvement programs. Information on reproductive aspects will help to understand the
ecology, conservation, dispersal and propagation potential that guarantees the reproductive
success of the species. The divergent and biometric variations in the species showed potential

for improvement programs.

Keywords: Murici; Genetic Resources; Conservation; Potential; Genetic Improvement.
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1. INTRODUCAO GERAL

O reconhecimento do cerrado brasileiro como savana mais rica do planeta devido sua
diversidade biologica, com aproximadamente 11.627 espécies nativas de plantas, dentre as
quais 58 espécies sdo frutiferas (BRASIL, 2000, MORZELLE et al.,, 2015). Os frutos
encontrados em sua grande maioria sdo utilizados como alimentos ¢ consumidos pelas
populagdes locais (VIEIRA et al., 2006), onde vem despertando pelos pesquisadores o interesse
por seus beneficios a saude.

Byrsonima cydoniifolia A.Juss., conhecida como murici, pertence a familia
Malpighiaceae, encontrada nas mais diversas localidades do cerrado brasileiro, com grande
distribuicdo pelos Estados de Mato Grosso, Tocantins, Roraima, Sergipe, Amazonas, Bahia,
Distrito Federal, Goias, Mato Grosso do Sul, Sao Paulo, Parana e Minas Gerais (MAMEDE,
2010; BELISARIO e CONEGLIAN, 2013). E ainda ha registros de incidéncia nos paises da
Bolivia, Venezuela ¢ Republica Cooperativa da Guiana (BENEZAR e PESSONI, 2006). Os
muricizeiros tem caracteristicas tipicas das plantas de cerrado, sendo arbustivo a sub-lenhoso,
de porte médio com galhos tortuosos, altura variando de um a trés metros, podendo obter até 6
metros (REGO et al., 2014). Em decorréncia das chuvas o florescimento e frutificacdo pode
ocorrer o ano inteiro com floragdes prolongadas, sendo isso, caracteristicas comuns em
frutiferas tropicais, associando-se em dinamicas de reprodu¢do com vistas a uma polinizagao
nos lugares em que ocorrem reducdo na quantidade de polinizadores da espécie (GOMES,
2005).

A espécie em estudo nos ultimos anos tem sofrido com a fragmentacao florestal, em
fungdo da ampliagcdo das fronteiras agricolas, exploracdo madeireira, aberturas de estradas,
como também os inumeros incéndios florestais (NEPSDATAD et al., 1999, 2002). A
fragmentacao de habitats florestais, provocam perdas da biodiversidade, isolamento de grupos
populacionais e modifica¢des nos padrdes de dispersdo e migracao das espécies (LAURANCE
et al., 2002; QUESADA et al., 2013).

Estudos e andlises de fragmentagdo em habitats florestais podem favorecer a
quantificagdo e distribui¢do da variagdo no tempo e no espaco, ¢ ainda modificacdes na
estrutura genética entre e dentro de populacdes naturais, permitindo uma sele¢do na
adaptabilidade com estratégias delineadas na conservagdo da variabilidade genética, manejo
sustentavel e melhoramento genético (ESTOPA, 2003; SAHYUN, 2007). O conhecimento da
variacdo genética entre e dentro de populagdes, pode permitir suportes na conservagao dos

recursos genéticos florestais (HAMRICK, 1983). Dessa forma, a biologia molecular se



13

apresenta como ferramentas valiosas no melhoramento genético, andlises da diversidade e
estrutura populacional para muitas espécies, onde a mais importante dessas ferramentas possa
ser a utilizacdo dos marcadores moleculares em nivel de DNA, as quais apontam diferencas
simples nas informacdes genéticas presentes em dois ou mais individuos, e, ainda auxiliam na
caracterizagdo da variabilidade e estrutura populacional (FAJARDO et al. 1998; STRUSS &
PLIESKE 1998; PESTSOVA et al. 2000).

A caracterizagdo molecular com uso dos marcadores microssatélites (SSR), sdo
ferramentas importantes para se utilizar, pois estes apresentam caracteristicas desejaveis na
aplicacdo de estudos em genética de populacdes (VIEIRA et al., 2016), apresentando uma
heranga codominante, altamente polimérficos e multialélicos (BOREM; CAIXETA, 2016).

Estudos mostram que a biologia reprodutiva das plantas possui uma contribuicao na
conservagdo e manejo sustentdvel das espécies (LENZI et al., 2005). Borém e Miranda (2005)
apresentam a analise do comportamento meidtico como importancia extrema no melhoramento
de plantas, pois a troca de alelos entre as espécies ¢ fornecida pela estimativa da afinidade
genética como um indicativo da melhor combinagao.

A biometria constitui um importante instrumento em detectar a variagdo genética de
frutos e sementes dentro de populagdes em uma mesma espécie, como também nas relacdes da
variabilidade com fatores ambientais (CRUZ; REGAZZI, 2012). Esta técnica também ¢ usada
em varias espécies perenes e semiperenes com certa frequéncia, como a cajazeira (SOARES et
al., 2008), a laranjeira-doce (NEGREIROS et al., 2008), o capim-elefante (SHIMOYA et al.,
2002), cana de agucar (FERREIRA et al., 2005; SANTOS et al., 2004) ¢ outras mais.

Assim, este estudo teve por objetivo a avaliagdo da diversidade genética por meio de
marcadores moleculares microssatélites, verificacdo da viabilidade polinica e 0 comportamento
meidtico, bem como a divergéncia e correlacdo entre caracteres de frutos e sementes entre
individuos de muricizeiros em populagdes nativas, com ocorréncia na regido leste do estado de

Mato Grosso.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Espécie em Estudo

Byrsonima cydoniifolia ¢ uma espécie nativa e florestal em domesticagao, pertencente
a familia Malpighiaceae, distribuida geograficamente em territorio brasileiro, com ocorréncias
espontaneas, tendo como maior abundancias e frequéncias as regides Centro-Oeste, Norte e

Nordeste brasileira. O género Byrsonima, ainda possui as espécies: Byrsonima crispa Juss.
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(murici-da-mata), Byrsonima lancifolia Juss. (murici-miado), Byrsonima verbascifolia (L.)
Rich (murici-rasteiro) e Byrsonima amazonica Gris (murici-vermelho); conhecidas
popularmente como murici, porém, estas apresentam frutos com qualidade inferior e ndo muito
apreciados (CAVALCANTE, 2010; FLORA BRASIL, 2016). O murici possui uso multiplo
(comercializagdo da fruta ou produ¢do madeireira), este € consumido in natura ou processado
na forma de sucos, sorvetes, doces, entre outros produtos do género alimenticio, tornando-se
um importante recurso alimentar, diversificando a dieta e aumentando a renda familiar no
periodo de safra da fruta em populagdes rurais de baixa renda (CARVALHO et al., 2006).

O murici se caracteriza como uma arvore ramificada hermafrodita, com galhos
ascendentes e eretos, base lenhosa, crescimento variando em torno de 1 a 6 metros de altura e
presenca de tronco frequentemente tortuoso. Suas folhas em ambas as faces sdo coriaceas e
pilosas, medindo de 10 a 14 cm de comprimento, classificada como brevidecidua, apresentando
queda foliar entre os meses de julho a setembro com brotamento de folhas jovens seguido de
pendodes florais entre os meses de setembro a outubro. Possui inflorescéncia terminal, formada
por flores com corola de cor amarela ou laranja ap6s a polinizagdo e ainda a presenca visivel
de glandulas produtoras de 6leos na regido do calice. A floracdo ocorre entre os meses de agosto
a dezembro em regides do bioma Cerrado (VIEIRA et al., 2006). Seus frutos podem medir até
2 cm de diametro, com drupa globosa, polpa suculenta e adocicada de coloragdo em amarelo
no periodo da maturacao, podendo ter entre uma a trés sementes por fruto. Ja as sementes podem
apresentar diametros entre 0,5 a 1,0 cm (PEIXOTO et al., 2011). A frutificagdo tem ocorréncia
nos meses de outubro a fevereiro em biomas de Cerrado (VIEIRA et al., 2006).

Nao se limita a utilizagdo somente dos frutos de Byrsonima cydoniifolia, mas sim de
uma totalidade desta planta, sua madeira muito utilizada em construgdes civis, apresentando
uma coloragdo acetinada em amarela ou avermelhada, podendo ser muito utilizada em
marcenaria de luxo. Na area da medicina popular possui grande importancia no controle da
diarréia, antitérmico, infecgoes intestinais, afeccdes de boca e garganta (amigdalite, faringite e
gengivite) e hemorroidas. E ainda, adstringente (contendo, de 15 a 20% de tanino), podendo ter
a utilizagdo na industria e curtume (REGO et al., 2014).

Os muricizeiros ainda se distinguem por suas localidades de ocorréncias, apresentando
diferencas variadas em tamanhos e cores, sendo conhecidos como: murici-amarelo (Byrsonima
cydoniifolia), murici-vermelho, murici-de-flor-vermelha, murici-branco, murici-de-flor-
branca, murici-da-mata, murici-de-chapada, murici-do-campo, murici-da-serra, murici-das-

capoeiras, murici-do-brejo, murici-da-praia, dentre outros (SOUZA e LORENZI, 2005).
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2.2 Diversidade genética populacional

A diversidade genética se refere a toda variagdo biologica hereditaria acumulada
durante o processo evolutivo gerada, fundamentalmente por mutag¢ao na sequéncia nucleotidica
durante a replicagdo do DNA. Portanto, a variabilidade genética disponivel na populagdo pode
ser realizada por meio de estudos de diversidade que podera auxiliar na identificacdo de
gendtipos superiores e distante geneticamente. Essa pode ser determinada por meio de
caracterizagdes morfoagronomicos, fisioldgicos, bioquimicos, citogenéticos e moleculares
(CAIXETA et al., 2016).

O estudo da diversidade genética em espécies vegetais tem sido realizado através de
marcadores moleculares, estes determinam variagdes em populacdes nativas e bancos de
germoplasma, identificando marcadores e direcionando cruzamentos que auxiliam na descri¢ao
de materiais vegetais e cultivares recomendadas (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

As técnicas mais utilizadas na atualidade para avaliagdes da diversidade genética sdo
as contempladas pelos marcadores microssatélites (FASANELLA et al., 2019). Estes
marcadores se baseiam em PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase), apresentando vantagens
sobre os demais marcadores existentes, devido a sua natureza multialélica, um alto grau de
polimorfismo, serem codominantes, altamente reproduziveis, requererm pequenas quantidades
de DNA e sdo transferiveis entre espécies correlacionadas (VARSHNEY et al.,, 2005;
CAIXETA et al., 2016; TAHERI et al., 2018; FASANELLA et al., 2019).

Com a utiliza¢ao dos marcadores moleculares, € possivel uma avaliacdo de um elevado
nimero de genotipos em um curto espago de tempo, tendo como vantagens a ndo influéncia
direta do ambiente, como acontece com marcadores morfoldgicos. Isso, tem despertado o
interesse para a utilizacdo em estudos de diversas espécies, dentre elas as pertencentes ao género
Byrsonima (MELO, 2016).

O estudo da diversidade genética, possui uma grande relevancia para o melhoramento
de plantas e conservac¢ao de muitas espécies. Através desses conhecimentos, torna-se possivel
a identificacdo de genoétipos contrastantes, com caracteristicas de interesses, com alta
produtividade, resistentes a doengas e ideal para cruzamentos promissores dentro dos

programas de melhoramento (BOREM; CAIXETA, 2016).

2.3 Viabilidade polinica e indice meiotico
O processo da viabilidade polinica pde em evidéncia a reproducdo masculina de

determinada espécie (SOUZA et al, 2014), realizada através dos corantes quimicos e
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especificos, onde estes mostram a presenga dos componentes celulares nos graos de pdlen
(BITENCOURT, 2016). Em grande parte das espécies vegetais com reproducdo na forma
sexuada, os grao de polens se responsabilizam pelo transporte dos gametas masculino para o
feminino (AGOSTINI et al., 2014), com desempenho no processo reprodutivo ¢ produtividade
da planta (SOUZA et al.,, 2014; OLIVEIRA et al., 2014). Onde, o éxito da reprodugdo esta
na dependéncia dos polens vidveis, originados no processo meidtico ocorrido nas anteras
(PATEL et al., 2014).

A regulacdo meiotica pode gerar gametas viaveis, com alto percentual de graos de
polens viaveis esperado, apresentando como resultado um grande nimero de células tétrades
normais (TECHIO et al., 2005). J4 as anormalidades ocorridas no processo da meiose podem
levar a formacao de gametas com um numero de cromossomos ndo balanceado o que
geralmente o torna inviavel (NASCIMENTO et al., 2014), ocasionando assim, a infertilidade
da planta (PAGLIARINI, 2000).

Pesquisas sobre a estabilidade da base meiotica e viabilidade nos graos de polen podem
permitir a verificagdo no potencial de cruzamento da espécie, onde o indice meiodtico (IM),
avalia-se a estabilidade meiotica dos genotipos, através dos produtos pds-meioticos: tétrades,
triades, diades, monades e poliades (LOVE, 1951). Ja com o estudo da viabilidade polinica, que
por sua vez, possui grande relevancia nos programas de melhoramento, torna-se possivel ter
correlagdes com anormalidades meioticas, selecionando materiais genéticos e realizando

inferéncias nos cruzamentos com eficiéncias (BIZAO et al., 2016).

2.4 Caracterizacao biométrica de frutos e sementes

O fruto dos muricizeiros ¢ carnoso, drupdide, com forma globosa ou oblonga, ovario
tricarpelado com um o6vulo por carpelo. Seu peso e tamanho pode apresentar pronunciadas
variagoes, onde podemos encontrar frutos com medidas de peso entre 1,0 e 6,0 g e didmetro de
0,7 e 2,2 cm. Essas particularidades possui componentes genéticos fortes e independentes do
numero de frutos desenvolvidos por racemo (LOURENCO, 2008).

Dessa forma, a biometria dos frutos e sementes dos muricizeiros constitui instrumento
importantissimo na deteccdo da variabilidade genética dentro de populagdes de uma mesma
espécie (CRUZ e REGAZZI, 2012). Essa, ¢ utilizada em diversas espécies perenes e
semiperenes, como: a cana de agucar (FERREIRA et al., 2005; SANTOS et al., 2004), o capim-
elefante (SHIMOYA et al., 2002), a laranjeira-doce (NEGREIROS et al., 2008), a cajazeira
(SOARES et al., 2008), e outras, tais como os aspectos entre a variagdo e as condigdes

ambientais, os quais tem importancia nos programas de melhoramentos genéticos.
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4. CAPITULOS

4.1 CAPITULO1

DIVERSIDADE GENETICA DE POPULACOES DE Byrsonima cydoniifolia A. JUSS.
POR MEIO DE MARCADORES MICROSSATELITES

RESUMO

O estado de Mato Grosso possui grande parte de seu territorio com o bioma cerrado. Distribuido
nessas areas, esta Byrsonima cydoniifolia, uma espécie arboérea destacando pelo alto potencial
econdmico, fonte alimenticia, medicinal, ornamental, indicada para recuperagao de areas
degradadas, adaptativa a outros biomas. Apesar de ser muito estudada no cerrado, ndo ha
informagdes a respeito da diversidade genética. Portanto, o presente estudo objetivou
caracterizar a diversidade genética de quatro populagdes de B. cydoniifolia no estado de Mato
Grosso, nos municipios de Barra do Gargas, Araguaiana-I, Araguaiana-II e Cocalinho, usando
marcadores moleculares SSR. Foram amostrados 128 individuos de B. cydoniifolia distribuidos
em quatro populagdes. Realizou a caracterizagdo molecular com doze primers SSR (Simple
Sequence Repeat), os dados de diversidade e estrutura genética foram obtidos através dos
programas Gene Marker, Power Marker, Structure, GenAlex e Mega. Foram encontrados 132
alelos com média de onze alelos por locus. O PIC médio foi de 0,667. He foi maior que Ho para
todos os loci e populagdes analisadas, indicando maior propor¢do de homozigotos do que de
heterozigotos. O valor do indice de fixacdo médio por primers fo1 0,639 e 0,615 por populagao,
demonstrando que as populacdes apresentam endogamia. Foram identificados 117 alelos raros,
43 alelos exclusivos e 26 alelos raros mais exclusivos nas populagdes, a populacdo de
Araguaiana-II, apresentou maior nimero de alelos raros. Analise de variancia mostrou que o
maior componente de variagdo € intrapopulacional. O valor do Fsrt (0,126) revela que ha
divergéncia genética entre as populacdes. As populacdes de Barra do Gargas e Cocalinho foram
mais divergentes entre as quatro analisadas. Os resultados apontaram uma diversidade genética
em B. cydoniifolia, onde sua conservagao e sustentabilidade, ¢ importantissimo para programas
de melhoramento genético.

Palavras-chave: Cerrado; Murici; Variagao; Caracterizacao molecular; Heterozigosidade.

INTRODUCAO

No bioma do cerrado brasileiro encontramos inumeras espécies da familia
Malpighiaceae, destacando-se pelo seu alto potencial econdmico, como fonte alimenticia,
medicinal e ornamental, e, adaptaveis a outros biomas (AMANCIO et al., 2020).

Neste bioma, com grande significancia destaca-se Byrsonima cydoniifolia A. JUSS
popularmente conhecida como murici, sendo uma arvore de porte pequeno, com ampla utilidade
na producao de alimentos, madeira e uso na medicina popular. Apesar de sua importancia sdcio-
econdmica, ainda sdo poucos os estudos e registros existentes nas literaturas sobre as espécies
de murici (MENEZES FILHO, 2021). Diante disso, a andlise da diversidade genética de B.

cydoniifolia torna-se indispensavel para a compreensao de sua variabilidade (GURGEL, 2016).
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Além disso, para a espécie em estudo hd uma escassez de informagdes nas literaturas
voltadas para pesquisa da diversidade genética com populacdes nativas no uso de marcadores
moleculares. Esse tipo de andlise ¢ importante, pois pode revelar potenciais adaptativos e
evolutivos das populagdes (BERNARDES, 2018). Nos programas de melhoramento genético e
conservagdo das espécies, torna-se indispensavel a compreensdo dos padrdes da diversidade
genética de alelos presentes nos individuos, bem como suas organizacdes entre e dentro de
populagdes no percurso de suas distribui¢des geograficas (VAZ, 2021).

Marcadores moleculares: RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA), AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism) baseados em PCRs se distinguem por seus
principios metodoldgicos, dentre estes, os marcadores microssatélites SSR (Simple Sequence
Repeat), altamente polimoérficos e utilizados em pesquisas com populagdes naturais, esses
agregam conhecimento sobre distribui¢des das variagdes genéticas dentro e entre populagdes
naturais, sendo um fator essencial e muito eficiente na adesdo de estratégias para preservacao
de germoplasma in situ e ex situ (GURGEL, 2016).

Para as analises da estrutura populacional, fluxo génico, vinculo nas variagdes
fenotipicas e genotipicas através de mapeamentos fisicos e genéticos, os marcadores
microssatélites possui uma eficiéncia no estudo da diversidade genética, genética populacional
e estudos evolutivos (KALIA et al., 2011). Esses marcadores tem proporcionado crescentes
bancos de dados nas pesquisas genéticas, nos impactos provocados em populagdes modestas
em extensdo e nas distribui¢cdes da variacdo genética neutra (BERNARDES et al., 2021).

Estudos com o murici vem sendo realizado nos tltimos anos por alguns autores. Gurgel
(2016), mostra avangos no conhecimento e a¢des de pré-melhoramento e Bernardes et al. (2014,
2018 e 2021), realizaram estudos sobre a variabilidade genética e conservacdo da espécie em
bancos de germoplasma, como também isolamento e caracterizagdo de locos microssatélites
em B. cydoniifolia e amplifica¢do cruzada em B. crassifolia. Diante disso, o estudo teve como
objetivo caracterizar a diversidade genética de quatro populagdes de B. cydoniifolia no estado
de Mato Grosso, dentre os municipios de Barra do Gargas, Araguaiana-I, Araguaiana-II e

Cocalinho por meio de marcadores moleculares SSR.

MATERIAIS E METODOS

Area de estudo e amostragem
Coletou-se amostras de quatro areas de ocorréncia natural de B. cydoniifolia,

localizadas na regido leste do Estado de Mato Grosso (Tabela 1).
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Tabela 1. Localizacdo geografica das quatro populagdes amostradas na regido leste do estado
de Mato Grosso, Brasil.

Individuos Populagoes Sigla Latitude Longitude

BGAO1 a BGA32 Barra do Gargas BGA 52°39' 27"W 15°42' 22"S

ARA33 a ARA64 Araguaiana-I ARA-I 51°18' 20"W 15°28' 54"S

ARAG65 a ARA96 Araguaiana-II ARA-II 51°21'44"W 15°12' 35"S

COC97 aCOC128  Cocalinho COC 51°05' 58"W 14°36' 44"S

Legenda: I I
# Pontos de coletas

l:l Araguaiana

l:l Cocalinho

I:l Barra do Gargas

l:l Estados de Mato Grosso
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1
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Figura 1. Pontos geograficos dos municipios amostrados no estado de Mato Grosso, Brasil.

Conforme classificagdo de Kdppen, o clima dos municipios amostrados no presente
estudo s3o do tipo AW (imido e quente) com estagdes definidas, verdo chuvoso (outubro a
marco) e inverno seco (abril a setembro). A média anual de precipitacdo nessa regido ¢ de
1.578,9 mm e temperatura média anual de 25,6 °C (BARTIMACHI et al., 2008). Esses
municipios estdo localizados em regides sedimentares, com serras e chapadas pertencentes ao
planalto do Alto Xingu-Araguaia, planalto do médio rio das Mortes, Serra das Gerais, Serra do
Roncador e a Serra Azul (ALVES etal., 2011). A vegetagao existente nestes municipios sao os
cerrados (savana arborizada), com amostras de Campo Cerrado (savana parque), fragmentos de
Cerraddes (savana florestada), presenca de matas em galeria, florestas aluviais e veredas

(Floresta estacional semidecidual aluvial) (ALVES et al., 2011).
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Em cada populagdo foram amostrados 32 individuos, onde foram coletados entre oito
a dez foliolos jovens em cada planta para extracdo do DNA. As folhas coletadas foram
desidratadas em silica gel e acondicionado em sacos plasticos até uso posterior. Para cada
populagdo também foram coletadas duas duplicatas de material botanico da espécie para
preparagdo de exsicatas que foram depositadas no Herbario da Amazdénia Meridional
(HERBAM), pertencente a Universidade Estadual de Mato Grosso Carlos Alberto Reyes
Maldonado (UNEMAT), localizado no Municipio de Alta Floresta, MT, sob os nimeros de
tombo: 26690, 26691, 26692 e 26693.

As folhas coletadas, identificadas e armazenadas em sacos plasticos de fecho
hermético juntamente com a silica gel em campo, posteriormente, foram retiradas da silica e
acondicionadas em envelopes de aluminio devidamente identificados e armazenadas em freezer
a aproximadamente -20 C°, no Laboratorio de Genética Vegetal e Biologia Molecular de Plantas

(GenBioMol), para posterior extragdo de DNA.

Extracao do DNA
A extragao do DNA total foi em média de 100 mg do produto foliar, conforme método

Brometo de Cetil Trimetil Amodnio (CTAB) protocolo escrito por Doyle e Doyle (1990) com as
seguintes concentragdes: CTAB de 5%, polivinilpirolidona (PVP) de 2%, levado em banho
maria a 65 °C até a dilui¢ao do PVP. Em seguida, acrescentou-se em (uL) f-mercaptoetanol e
Proteinase K de acordo com numero de individuos em extracdo no tampao em capela de
exaustao. O material foliar foi triturado com nitrogénio liquido em auxilio de almofariz e pistilo
de porcelana (Figura 2A, 2B). O p6 resultante transferiu-se para duplicata de microtubos de 2
mL (Figura 2C), onde foi adicionado 800 uL de tampao de extracdo (100 mM Tris-HCI, pH
8,0; 1,4 M NaCl; 20 mM EDTA; 5% CTAB; 2% PVP e 1,8% de B-mercaptoetanol). Apos
agitacdo de um minuto em vortex, os microtubos foram incubados a 65 °C por 60 minutos no
banho maria, agitando-os a cada 10 minutos (Figura 2D, 2E). Em seguida os mesmos foram
centrifugados a 10.000 rpm por 10 minutos, transferindo-se o sobrenadante para novos
microtubos de 1,5mL a temperatura ambiente (Figura 2F, 2G). Apos isso, adicionou-se 700 uL
de clorofoérmio: alcool isoamilico 24:1 (v:v) e subsequente agitagdo em vortex e centrifugacao
a 10.000 rpm por 10 minutos (Figura 2H). O sobrenadante foi transferido novamente para novos
microtubos de 1,5 mL ao qual foi adicionado isopropanol gelado ao sobrenadante (+ ou — 500
uL), invertendo as amostras para homogeinizagao. Em seguida acrescentou-se 1/3 do volume
do sobrenadante de acetato de aménio 7,5M (1/3 de 500 uL = 167 pL). Os microtubos foram

armazenados por trés horas em freezer a -20 °C para precipitagdo do DNA. Apos esse momento,
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os microtubos foram centrifugados a 10.000 rpm por 10 minutos e descartado o sobrenadante.
Na sequéncia o Pellet foi lavado por duas vezes com 500 pL de etanol a 70% e uma vez com
500 pL de etanol a 95%, centrifugando as amostras a cada lavagem a 10.000 rpm por 3 minutos
e seco a temperatura ambiente (Figura 2I). O precipitado foi entdo ressuspendido em 40 pL de
TE 0,1 mM (10 mM Tris-HCI; 1 mM EDTA, pH 8,0) contendo RNAse na concentragdo de 40
ng/uL e incubados em banho-maria a 37 °C por aproximadamente 30 minutos. Posteriormente,

os microtubos foram armazenados em geladeira a 4 °C por 24 h e depois em freezer (-20 °C).

—— e =

| 4—-4: =
Figura 1. Extracdo de DNA total de tecido foliar de Byrsonima cydoniifolia. Quebra mecanica do tecido foliar
com nitrogénio liquido (A); p6 resultante da quebra mecanica (B e C); agitagdo no vortex (D); retirada do banho
maria (E); apds o processo de centrifugagdo separagdo das fases (F); retirada da fase aquosa (sobrenadante) dos
constituintes celulares apds insergdo do tampao e centrifugagio (G); separacdo das fases apds lavagem seguida de
centrifugagdo (H); Pellet (1).

A qualidade e a concentragio do DNA foi analisado no microespectrofotometro
NANO-300 e por eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo (10 pg/mL)
e por comparag¢do a trés individuos (12, 20 e 49) da populagdo de Araguaiana-I (Figura 3). A
partir da quantificacdo realizou-se a dilui¢do das amostras de DNA em agua destilada
autoclavada para a concentracdo de 100 ng/uL para uso nas amplificacdes via Reagdo em

Cadeia da Polimerase (PCR).
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Pop. Araguaiana-I

Figura 2. Quantificacdo do DNA total de vinte e trés individuos de Byrsonima cydoniifolia da populacdo de
Araguaiana-II, por meio de eletroforese utilizando gel de agarose 1%. Comparagdo com trés individuos (12, 20 e
49) da Pop. Araguaiana-1.

Caracterizacio molecular e amplificacio via PCR
As andlises moleculares foram realizadas no Laboratorio de Genética Vegetal e

Biologia Molecular de Plantas (GenBioMol) do CEPTAM (Centro de Tecnologia e Pesquisa
da Amazodnia Meridional) na Universidade do Estado de Mato Grosso Carlos Alberto Reyes
Maldonado, Campus Universitario de Alta Floresta, MT. Na analise da divergéncia genética
empregou-se 12 primers SSR (Simple Sequence Repeat), (BCY01, BCY02, BCY05, BCYO06,
BCY07, BCY08, BCY09, BCY10, BCY11, BCY12, BCY14 e BCY16), desenvolvidos por
Bernardes et al. (2014).

Para as amplificagdes com as reacdes, utilizou-se os 12 primers microssatélites,
adicionando as caudas FAM (azul), VIC (verde) e NED (amarelo) separadas na reagdo
conforme (Tabela 2). Para as PCRs foram utilizadas reagdes em um volume total de 10 pL
contendo 1 uL de Buffer [0,05% (w/v) azul de bromofenol, 40% (w/v) sacarose, 0,1 M EDTA
pH 8.0, 0,5% (w/v) sodium lauryl sulfate (SDS)]; 0,8 uL. de dNTPs (2,5 mM); 0,13 pL e 0,25
pnL para cada primer [forward e reverse (10 uM), respectivamente]; 0,2 uL. de Taq DNA
Polimerase (5 U); 0,25 uL da marcagao FAM, VIC e NED (1 uM); 3 uL DNA (100 ng/uL), e

agua ultrapura Milli-Q® até completar o volume total.

Tabela 2. Primers microssatélites marcados com fluorocromos (FAM, VIC, NED) ¢ a amplitude alélica
utilizados neste estudo.

Primer Amplitude Primer Amplitude  Primer Amplitude
Alélica (pb) alélica (pb) alélica pb)
BCYO06 169 - 177 BCY14 170 -200 BCY12 196 — 202
BCY02 149 - 175 BCY10 169 — 189 BCYO07 180 —200
BCYO08 151 -167 BCY11 135-189 BCY09 175 -221
BCY16 150 - 175 BCYO01 160 - 192 BCYO05 177 -215
FAM VIC NED

Em termociclador Eppendorf foram processadas as amplificagdes nas condigdes: 94°C
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por 5 minutos para desnaturagdo inicial; 94°C por 30 segundos para 30 ciclos seguidos de
desnaturagdo; temperatura de anelamento de 58°C por 45 segundos e 72°C por 45 segundos e
oito ciclos a 94°C por 30 segundos, 53°C por 45 segundos, 72 °C por 45 segundos, € uma
extensdo final de 72°C por 10 minutos. Os materiais de amplificagdes foram colocados a
eletroforese no gel de agarose a 1% (Figura 4), com tampao TBE 10X, voltagem constante de
80V por 40 minutos e visualizados sobre transiluminador de luz ultravioleta L-PIX Image

(Loccus Biotecnologia).
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Figura 3. Resultado da amplificag@o via PCR, utilizando o primer microssatélite BCY07, submetida a eletroforese
em gel de agarose 1%, com amostras de 32 individuos da populagdo de Araguaiana-II de Byrsonima cydoniifolia.
Marcador de DNA ladder de 100 bp/500uL.

Com o término das amplificacdes das amostras, estas foram enviadas para o Centro de
Pesquisa René Rachou, na Plataforma de Sequenciamento de DNA capilar - RPTO1E da
Fundagao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), em Belo Horizonte, Minas Gerais, para a realizacdo da
analise de fragmentos microssatélites (genotipagem). A detec¢do automatizada dos
microssatélites foi possivel devido a presenga dos fluorocromos ligados a extremidade 5’ dos
primers forward. A genotipagem foi realizada através da estimativa do tamanho dos alelos
amplificados para cada microssatélite, utilizando como base o tamanho conhecido dos picos do
padrao marcado com o fluorocromo GeneScan™ 500 LIZ™,

Apbs a eletroforese capilar, os arquivos gerados com os picos de eletroferogramas,
foram observados e avaliados através do programa computacional GeneMarker v.2.6.3 (Demo),

sendo possivel fazer a distingdo de individuos homozigotos e heterozigotos (Figura 5).
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Figura 5. Picos de fluorescéncia encontrados nos individuos genotipados de Byrsonima cydoniifolia e detecgao
do tamanho dos fragmentos amplificados. Primer BCY 16 marcado com a fluorescéncia FAM (azul), heterozigoto
(A); primer BCYO08 marcado com a fluorescéncia FAM (azul), homozigoto (B).

Analise dos dados

Ocorreu-se em duas etapas as analises da diversidade genética: primeiro com o total
de individuos e independente da populacdo e posteriormente em nivel populacional,
considerando os quatro locais amostrados. Utilizou-se o programa PowerMarker v.3.25 para
avaliar a diversidade genética (LIU; MUSE, 2005) estimando-se as frequéncias alélicas,
nimero de alelos por primer (Na), conteudo da informag¢do polimodrfica (PIC) e
heterozigosidade esperada (He) e observada (Ho) no Equilibrio de Hardy-Weinberg,
reconhecendo que os cruzamentos ocorrem aleatoriamente nao havendo endogamia, selecao,
migracao, mutacao ou deriva genética (KAGEYAMA et al., 2003).

Na determinacdo da presenca de alelos raros (AR) e alelos exclusivos (AE) foi
utilizado o critério proposto por Cruz et al. (2011) onde, alelos raros considerou-se aqueles que
expressaram uma frequéncia menor de 0,05% em cada populagdo e o nimero de alelos
exclusivos contando os alelos presentes em apenas uma das populagoes (TTAGO et al., 2019).

A matriz de distdncia genética de Nei (1983) foi determinada com as quatro
populagdes amostradas e posteriormente importada para o programa Mega 6.5 (KUMAR et al.,
2004) para a confec¢ao do dendrograma através do método UPGMA (Unweighted Pair Group
Method using Arithmetic Average).
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Para a analise da estrutura de populac¢des utilizou-se o programa Structure 2.3.4
(PRITCHARD et al., 2000), na inferéncia e composicao do nimero de grupos (K). Para tanto,
foram feitas 20 simulagdes independentes para cada nimero K (K com amplitude de 1 a 7,
sendo considerado um numero de provaveis populacdes), com 500.000 interacoes de MCMC
(Monte Carlo via Cadeias de Markov) apos descarte inicial (burn-in) de 200.000, inserindo
modelos ancestrais com misturas correlacionadas com frequéncias alélicas. O possivel nimero
estimado de agrupamentos foi em relagdo ao proposto pelos métodos descritos por Pritchard et
al. (2000) e Evanno et al. (2005) usando arquivos de saida de Structure Harvest (EARL;
VONHOLDT, 2012) determinado pelo AK.

A andlise de variancia molecular (AMOVA) e coordenadas principais (PCoA) foram

efetuadas com auxilio do Software GenAlEx 6.501 (PEAKALL; SMOUSE, 2012).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os 12 primers microssatélites utilizados para o desenvolvimento do estudo com os 128
individuos de B. cydoniifolia, foram polimorficos, amplificando um total de 132 alelos. O
numero de alelos por primer variou de cinco (BCY08) a vinte (BCY09), estimando uma média
de 11 alelos por primer (Tabela 3), isso mostra que a utilizagcdo dos primers no presente estudo
foram capazes de detectar com seguranga polimorfismo entre individuos de B. cydoniifolia.

O contetido de informagdo polimérfica (PIC), para cada primer variou de 0,397
(BCYO08) a 0,878 (BCY12), com média de 0,667. Dos 12 primers utilizados na presente
pesquisa, onze foram muito informativos e apenas um mediamente informativos (Tabela 3).
Segundo Botstein et al. (1980), quando o contetdo de polimorfismo se apresenta entre 0,25 a
0,50 considera-se mediamente informativo e acima de 0,50 muito informativo. O alto nivel de
polimorfismo detectado na espécie, através dos primers microssatélites, pode estar relacionado
a altas taxas de mutagdes ocorridas por eventos de inser¢do ou exclusdo durante a replicagdo
do DNA (CARNEIRO et al., 2016). Bernardes et al. (2021) trabalhando com varias espécies do
género Byrsonima (intermedia, verbascifolia, laxiflora, subterranea, umbellata, linearifolia e
viminifolia ), com uso na técnica da eletroforese capilar, encontraram valores semelhantes ao
da presente pesquisa. Lopez-Guzman et al. (2023) realizando estudos com a caracterizagdo
morfologica e molecular de Byrsonima crassifolia, na cidade de Nayarit, México, encontraram
em quatro grupos de 15 acessos estudados uma variacdo média de 0,23 a 0,58 no contetido de

informacao polimérfica (PIC), valores este, inferiores ao do presente estudo.
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Tabela 3. Variagdo genética estimada por cada primer microssatélite em Birsonima
cydoniifolia.

Primers Motivo Na PIC H, H, f
BCYO01 (TG)1o 7 0,752 0,783 0,252 0,680
BCY02  (AG)s GA)2o 11 0,525 0,543 0,008 0,986
BCYO05 (CA)y 6 0,563 0,617 0,318 0,488
BCYO06 (TG)s 8 0,653 0,703 0,110 0,844
BCYO07 (CA)7 12 0,781 0,802 0,117 0,856
BCYO08 (AG)14 5 0,397 0,494 0,433 0,127
BCY09 (AG)19 20 0,802 0,813 0,453 0,446
BCY10 (CA)n2 13 0,621 0,666 0,194 0,711
BCY11 (TG)7T(AT)s 14 0,581 0,598 0,017 0,972
BCY12 (GT)s 12 0,878 0,889 0,250 0,721
BCY14 (TO)12 12 0,721 0,753 0,320 0,577
BCY16 (CT)s 12 0,728 0,759 0,592 0,224
Média 11 0,667 0,702 0,255 0,639

(Na) Numero de alelos, (PIC) contetido de informag&o polimorfica, (He) heterozigose esperada e (Ho) observada
e (f) indice de fixacdo para os 12 primers microssatélites analisados nos 128 individuos de muricizeiros.

A variagdo genética avaliada em todos os primers com a heterozigose esperada foi
bem maior que a observada, com média entre 0,702 e 0,255, respectivamente (Tabela 3). Lopez-
Guzman et al. (2021) realizando estudos com a diversidade genética em abacateiros, na cidade
de Nayarit, México, encontraram média de 0,34 de heterozigosidade observada, valor este,
superior ao presente estudo. Lopez-Guzman et al. (2023) desenvolvendo estudos com a
caracterizacdo morfologica e molecular em populagdes nativas de muricizeiros (Byrsonima
crassifolia), na cidade de Nayarit, M¢éxico, encontraram valores relacionados a
heterozigosidade esperada também maior que a observada em todos os primers avaliados e com
médias entre 0,65 a 0,28. A frequéncia de heterozigotos na populacdo ¢ uma medida de
diversidade (NEI, 1973) e quando a heterozigosidade esperada ¢ maior que a observada,
entende-se que hd menos heterozigotos na populacdo do que o previsto pelo equilibrio de
Hardy-Weinberg (GOIS et al., 2009).

Diferente de zero e positivo foi o indice de fixagao, onde os primers BCY02 e BCY11
apresentaram os maiores indices de fixagdo (0,986 ¢ 0,972). indice proximo de 1, indica quase
zero de heterozigose (Tabela 3).

A diversidade genética proporcionada pela espécie nas quatro populagdes indicou a
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populagdo de Araguaiana-II com maior nimero de alelos (87), Araguaiana-I com menor
numero de alelos (66) e uma média de 74,5 alelos por populagdo. A heterozigosidade esperada
foi maior que a observada nas quatro populagdes estudadas. O maior indice de fixagdo entre as
populagdes foi destaque para a populagao de Cocalinho (0,679) e o menor para Barra do Gargas
(0,516), com média geral de 0,615 (Tabela 4). Estudos realizados por Rodrigues (2021), na
cidade de Barra do Gargas, estado de Mato Grosso, com a espécie Byrsonima cydoniifolia,
utilizando marcadores microssatélites para a analise da variabilidade genética em duas
populagdes nativas de murici (Alencar e Beija-flor), destaca polimorfismo nas regides
amplificadas, onde a populagdo Alencar apresentou um numero de 71 alelos e média
aproximada de 8,87 alelos por locos, enquanto que a populagdo Beija-flor apresentou 66 alelos
e uma média de 8,25 alelos por locos. Observando-se ainda, maior heterozigosidade para a

populagdo Alencar do que para Beija-flor.

Tabela 4. Variacdo genética estimada por populagdo de Byrsonima cydoniifolia, com 12
primers microssatélites.

Populacoes Na He Ho f
Barra do Gargas 71 0,584 0,289 0,516
Araguaiana-I 66 0,599 0,240 0,610
Araguaiana-II 87 0,638 0,227 0,653
Cocalinho 74 0,699 0,230 0,679
Média 74,5 0,630 0,247 0,615

Numero de alelos (Na), heterozigosidade esperada (He) e observada (Ho) e indice de fixagdo (f).

As analises de todos os loci, assim como nas populagdes, apontaram endogamia e
maior frequéncia de homozigotos do que heterozigotos. Dessa forma, a alta taxa de endogamia
presente no estudo pode ser explicada pela ecologia e estrutura populacional de B. cydoniifolia,
que € uma espécie pioneira na regido, com tendéncia a formar aglomera¢des monodominantes
(SILVA et al., 2020). Conforme Kageyama et al. (2003), espécies pioneiras tendem a
apresentarem maiores taxas de cruzamentos entre parentescos, devido a sua distribuicao
agregada, maior tamanho populacional e sobreposi¢des nas geragdes. Outro fator possivel, pode
ser a ocoréncia da fragmentacdo de habitat, que leva ao isolamento de populag¢des e consequente
reducdo do nimero de individuos, gerando assim um maior nivel de homozigose nas
populagoes.

As frequéncias apresentadas por todos os primers microssatélites utilizados no
presente estudo, mostraram-se polimorficas, onde observou maiores frequéncias em um, dois

ou trés alelos. O primer BCY08 apontou o menor numero de alelos (05), onde o alelo 171 teve
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a maior frequéncia (61%). Ja o primer BCY09 teve o maior numero de alelos (20) e o alelo 195
foi o mais frequente (38%). De todos os alelos em estudo, o que teve destaque na frequéncia
com 66% foi o alelo 139 do primer BCY02. De forma geral, as frequéncias alélicas tiveram
variacao uniforme de 0,01 para os primers BCY02 (alelo 181), BCYO08 (alelo 175), BCY09
(alelo 193, 203), BCY10 (alelo 205), BCY11 (alelo 157), BCY 14 (alelo 182, 198) a 2,64 para
o primer BCYO02 (alelo 139). Os demais alelos indicaram distribuicdo pouco uniforme com
maior frequéncia entre um ou dois alelos, ou maior nimero de alelos com baixa frequéncia
(Figura 6). Anélises semelhantes foram realizadas por Rodrigues (2021), em duas populacdes
de Byrsonima cydoniifolia, localizadas no municipio de Barra do Gargas, utilizando oito
primers microssatélites, onde os resultados obtidos indicaram alto polimorfismo com variagdes

nas frequéncias alélicas e numero de alelos por primers nas populacdes entre 3 a 17 alelos.
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Figura 6. Frequéncias alélicas dos 12 primers microssatélites estimada para os 128 individuos de Byrsonima

cydoniifolia.

Foram encontrados 117 alelos raros, 43 exclusivos e 26 raros e exclusivos distribuidos

nas quatro populacdes estudadas (Tabela 5). Sdo considerados raros, quando apresentam uma

frequéncia igual ou inferior a 0,05 (5%) e exclusivos aquele que ndo se repete na populagao

(SEBBENN, 2003). A populagdo de Araguaiana-II indicou um niimero maior de alelos raros

(39), enquanto a populagdo de Barra do Gargas apresentou 16 alelos exclusivos e nove (09)

alelos raros e exclusivos. J4& o menor niumero de alelos raros ficou para as populagdes de

Cocalinho (23) e Araguaiana-I com trés (03) alelos exclusivos e dois (02) alelos raros e

exclusivos (Tabela 5). Zortéa et al. (2021), avaliando a frequéncia alélica de 10 populagdes

naturais de Spondias mombin, da familia Anacardiaceae, no estado de Mato Grosso,
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encontraram alelos raros e exclusivos amplamente distribuidos entre as populagdes de estudo,
que se assemelham aos resultados obtidos nesta pesquisa. Devido a baixa frequéncia, os alelos
raros sdo altamente suscetiveis a eliminagdo sob forcas evolutivas. J4 a presenca de alelos
exclusivos pode-se considerar uma auséncia do fluxo alélico ou uma certa diferenciagdo entre
as populacdes (MONTAGNA et al., 2012). O aparecimento desses alelos podem indicar uma
acdo da deriva genética na distribuicao da diversidade genética da espécie, onde individuos sao
perdidos em cada periodo de retracdo e em cada ocorréncia de queimadas, levando consigo
parte da variabilidade da populagdo. Além disso, os novos individuos que aparecem nas
populacdes sdo obtidos através dos cruzamentos entre os sobreviventes, que pela proximidade
podem ser aparentados. Sendo assim, tanto a deriva genética, quanto o cruzamento entre
individuos proximos, podem ajudar a explicar a menor diversidade genética nas populacdes.
Esses alelos, também s3o importantes para a conservagao das espécies porque, supostamente,
sdo eles que garantem a adaptagdo a ambientes especificos e, assim, podem ter grande valor em
casos de mudangas ambientais bruscas ou mesmo como fonte de variabilidade genética para

resisténcia ao ataque de pragas e doengas (SEBBENN, 2003).

Tabela 5. Alelos raros e exclusivos encontrados em cada populagdo de Byrsonima cydoniifolia
considerando os 12 primers microssatélites

Populacio Alelos Raros Alelos Exclusivos ReE
Barra do Gargas 31 16 09
Araguaiana-I 24 03 02
Araguaiana-II 39 11 07
Cocalinho 23 13 08
Total 117 43 26

A comparag¢ao dos estudos de variancia molecular dentro e entre das quatro populacdes
de B. cydoniifolia demonstrou-se significativa, onde a menor variagdo ficou entre as populagdes
(13%) e a maior dentro das populagdes (87%). Estes resultados sinalizam que hd maior
divergéncia genética entre individuos dentro de uma populagdo do que entre populagdes. O Fsr
(0,126) foi significativo (<0,001), certificando-se, que hé diferenca na andlise das populacdes
(Tabela 6). Essa diferenca pode ser considerada moderada, seguindo as defini¢des de Wright
(1978), onde a classificagdo se processa como baixa (0,00 < FST < 0,05), moderada (0,05 <
FST< 0,15), alta (0,15 < FST< 0,25) ou elevada (FST > 0,25). Alguns fatores podem afetar o
numero de heterozigotos nas populacdes, como o sistema de acasalamento e a histdria evolutiva

das espécies (MARTINS, 1987).
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Tabela 6. Anélise de Variancia Molecular (AMOVA) das quatro populagdes de Byrsonima
cydoniifolia com os 12 primers microssatélites

Fonte de Variacao GL SQ CvV VT (%) Valor de p
Entre populagdes 3 120,258 0,565 13 <0,001
Dentro de populacdes 252 991,250 3,934 87

Total 255 1111,508 4,499 100

Grau de Liberdade (GL), Soma dos Quadrados (SQ), Componente de Variancia (CV), Variancia Total (VT) e p
sdo as probabilidades de ter um componente de varidncia maior que os valores observados ao acaso. As
probabilidades foram calculadas por 999 permutagdes ao acaso. Fst=0,126.

Os 128 individuos de B. cydoniifolia analisados foram divididos através do método
UPGMA, em dois grupos principais. Os individuos 19, 102 e 106, pertencentes as populagdes
de Barra do Gargas e Cocalinho formaram o grupo 1. J& o grupo II foi formado pelos demais
individuos distribuidos nas quatro populagdes (Figura 7). Resultados que se assemelham a estes
foram encontrados por Santos et al. (2020), estudando a variagdo de sementes e frutos de
Byrsonima crassifolia no norte do Estado de Mato Grosso, com o método UPGMA. A maior
distancia genética encontrada entre os pares de individuos da espécie, foi de 0,958 com os
individuos 83 € 108, 71 e 106, 71 € 102,72 ¢ 102,83 e 115, 83 e 118; e a menor correspondendo
a 0,106 com os individuos 96 e 38, conforme matriz de distancia genética. Observou-se ainda
que a grande maioria dos individuos ficaram inseridos no grupo II, entretanto, ¢ possivel notar
a existéncia de variagdes genética entre os individuos e populagdes, onde, € nitida a formagao
de subgrupos e conforme o corte utilizado no dendrograma pode-se isolar outros individuos

como: 64, 65, 81, 103 e 116 (CRUZ et al., 2014).
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Figura 7. Agrupamento dos 128 individuos de Byrsonima cydoniifolia obtido por meio do método UPGMA, com
base na distancia genética de NEI (1983). Popula¢des: Barra do Gargas (vermelho), Araguaiana-I (verde),
Araguaiana-II (azul) e Cocalinho (laranja).

As informagdes obtidas com base na anélise de estrutura de populagdes corroboram
com os resultados alcangados através do método UPGMA, formando dois grupos
geneticamente distintos (K=2), apresentados em barras verticais nas cores verde e vermelho
(Figura 8). A analise mostrou 51 individuos alocados na cor verde, pertencentes as populacdes:
BGA, ARA-I e ARA-II, e agrupados no grupo I e I do dendrograma. Na cor vermelha ficaram
destacados 77 individuos, pertencentes as populagdes: ARA-I, ARA-IT e COC, e agrupados no
grupo I e II do dendrograma. Zortéa et al. (2021), avaliando a estrutura genética de 139
individuos naturais de Spondias mombin, no estado de Mato Grosso, por meio de marcadores

moleculares microssatélites, encontraram uma distribuicdo de dois grupos genéticos gerados
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Figura 8. Analise de estrutura das populagdes realizada pelo programa STRUCTURE. Valores de AK
evidenciando o melhor K com um pico maior em k=2 (A); Representagdo dos 128 individuos das quatro
populagdes de Byrsonima cydoniifolia com base em 12 primers microssatélites. Distribuicdo dos dois grupos
geneticamente gerado pelo STRUTURE, representando através das cores os coeficientes de associacdo de cada
individuo entre as populagdes amostradas (B).

A analise de estrutura das populagdes mostrou através do agrupamento entre as quatro
populagdes, a formagao de dois grupos genéticos. Observa-se o destaque da populacao de BGA
na cor verde. Ja para as populagdes de ARA-I e ARA-II, ocorreu uma mesclagem entre as cores
vermelho e verde para alelos e grupos. De modo pratico, a populagdo de COC em sua quase
totalidade, teve destaque com a cor vemelha. Assim sendo, a estrutura genética de B.
cydoniifolia estd relacionada com a estrutura geografica, onde as populacdes geneticamente
semelhantes (ARA-I e ARA-II) sdo as mais proximas geograficamente, enquanto que BGA e
COC sao as mais distantes geograficamente. Misturas semelhantes a estas, foram encontradas
por Zortéa et al. (2021), estudando populagdes naturais de Spondias mombin, no estado de Mato
Grosso, com destaque e mesclagem entre as cores.

Em relacdo a analise das coordenadas principais, ambas explicaram juntas 23,81% da
variagdo ocorrida entre as populagdes em estudo. Na primeira coordenada, a varia¢ao foi de
8,49% e na segunda 15,32% (Figura 9). Em comparacao a andlise de estrutura das populacdes,

observou-se também nesse agrupamento as separagdes dos individuos para as populagdes de
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BGA e COC em sua quase totalidade e a mistura dos individuos para as populacdes de ARA-I
e ARA-II. De acordo com Souza (2014), avaliando a diversidade genética da espécie
Anacardium humile, espécie conhecida como cajuzinho do cerrado, com nove locos
microssatélites, em 14 populacdes preservadas na colecdo de germoplasma da Universidade
Federal de Goias, Jatai-GO, nota-se entre as populagdes de estudo uma dispersio dos individuos

semelhantes ao presente estudo.
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124 102
s 11
108 _114 110
5 107
Efl) 101 o + 19 + 4
g .7 eg  *9
o 127 106 .3 * 20
o . +6
v 12 6 12815 4 A ajzg *15 +24 10 * 1 *+ BGA
ha 111?13 oA AP Joan7 s 35 + 27+ 2 ARA-I
o 12 109 35 o8 320 + 16 » 3}”14_. . + 23
. A B35 2 * 75
= i6 * 66t B2 e 5] T 13 2 |a _
= o 116 Je 0 h s TR i T h ARA-II
S A78 gy " e W g 93 1@3g4 * 18 * 30 cocC
© L8 L pEy 5.0 34 43
a91 121 67 1775 04 4 g3 ,
2R 3 494? 482 7 3 ass
A T7A 89 472 62 96
90 2

Coord. 1 (8,49%)

Figura 4. Dispersdo grafica dos 128 individuos de Byrsonima cydoniifolia obtido pelo método de analise das
coordenadas principais (PCoA) com as populagdes amostradas.

As populacdes de Araguaiana I e II, foram as mais proximas geneticamente, ja Barra
do Gargas e Cocalinho, representam as mais distantes geneticamente, como se observa pelos
agrupamentos entre o Structure e as coordenadas principais PCoA. Essas diferencas,
possivelmente estdo relacionadas com a distancia geografica entre essas populagdes, baixo
fluxo génico dessas populacdes com as demais ou efeito fundador. Todas as populacdes de
muricizeiros caracterizadas neste estudo, através dos marcadores microssatélites, apresentaram
diversidade genética e potencial para serem utilizadas em estudos de melhoramento genético
com a espécie. Nesse sentido, a conservagdo e a manutengdo das populagdes nativas nos biomas
existentes, podem prevenir a erosdo genética da espécie, garantindo a variabilidade genética

para programas de melhoramento.
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CONCLUSOES

Todos os primers utilizados nas quatro populagdes amostradas no estado de Mato
Grosso apresentam diversidade genética para a espécie em estudo, destacando a populacio de
Araguaiana-II com o maior nimero de alelos. O menor indice de diversidade apresentado nas
populagdes parecem estar relacionados com a deriva genética, queimadas e com as influéncias
antropicas pronunciadas nas populagoes.

A maior variacdo genética foi de 87%, ocorrida dentro das populacdes.

Todas as populagdes apresentaram um elevado nimero de alelos raros e exclusivos.
Isso, exige uma conservagao necessaria para que a espécie possa, garantir a sua sustentabilidade
e existéncia para futuras geracoes. Além disso, a espécie possui potencial a ser explorado em
programas de conservacao ou até mesmo em programas de melhoramento genético.

Os métodos UPGMA, andlise de estrutura das populagdes e coordenadas principais,
apresentaram a formagdo de dois grupos genéticos, com destaque no distanciamento para as

populagdes de Barra do Gargas e Cocalinho.
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4.2 CAPITULO 11

MORFOLOGIA, VIABILIDADE POLINICA E INDICE MEIOTICO DO MURICI
[Byrsonima cydoniifolia (A.) JUSS]

RESUMO

Byrsonima cydoniifolia, uma espécie florestal da familia Malpighiaceae, com distribuigdo
geografica em todo o territorio brasileiro, tendo maiores destaques nas regioes Norte, Nordeste
e Centro-Oeste. O objetivo do estudo foi determinar a viabilidade polinica, indice meidtico e
morfologia do p6len em diferentes populagdes nativas de muricizeiros na regido Leste de Mato
Grosso. Em cada populacdo foi selecionado cinco individuos e coletados botdes florais em
estagios de desenvolvimento. Para a caracterizagdo morfoldgica dos graos de pdlen, estes foram
submetidos ao protocolo de acetolise e posteriormente, fotografados, medidos e classificados
quanto ao tamanho, forma, ornamentacao e indice de area polar. A estimativa do indice meiodtico
ocorreu-se pela contagem de produtos pds-meidticos. A viabilidade polinica via teste
colorimétrico foi estimada com o corante Reativo de Alexander. A presenca de sustincias de
reserva foi avaliada com lugol e sudan IV. A classificagcdo morfoldgica dos graos de podlen
apresentou como resultados: polens prolato-esferoidal, pequenos, 3-colporados, com colpo
denominando-se graos de pdlen tricolporados com area polar grande. A exina apresentou regido
na area polar como microrreticulada. O indice meiotico diferiu entre as populagdes e entre os
individuos e foi superior a 95%. A viabilidade polinica mostrou eficiéncia na distin¢do dos
poélens viaveis e invidveis e superior a 90%. Os graos de pdlen possuem amido e lipideos como
substancia de reserva. Verificou-se que a espécie possui alta estabilidade e regularidade
meidtica. As informagdes deste estudo ajudam a compreender a ecologia, conservagao,
dispersdo e o potencial de propagagao que garante o sucesso reprodutivo da espécie.

Palavras-chave: Murici; Grao de polen; Citoquimica; Reativo de Alexander; Populagdes.

INTRODUCAO

Byrsonima cydoniifolia A.JUSS., ¢ uma planta florestal, nativa da familia
Malpighiaceae, originaria e dispersa na AmazoOnia, distribuida geograficamente em todo
territorio nacional, com maiores frequéncias para as regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste,
incluindo aproximadamente 38 géneros e 300 espécies (SANTOS et al., 2018). O género
Byrsonima apresenta ainda outras espécies conhecidas pelo nome de murici, onde os frutos tem
baixa qualidade e pouco apreciados, sendo elas: Byrsonima lancifolia Juss. (murici-miado),
Byrsonima crispa Juss. (murici-da-mata), Byrsonima amazonica Gris (murici-vermelho) e
Byrsonima verbascifolia (L.) Rich (murici-rasteiro) (MENEZES FILHO, 2021).

A espécie tem sido utilizada para fins terapéutico pela sua agdo anti-inflamatoria e
cicatrizante, possui uma grande quantidade de componentes antioxidantes, como compostos
carotendides, acido ascorbico e fenolicos. A mesma tem despertado também grande interesse

na comunidade cientifica, apresentando variabilidade genética em seus aspectos reprodutivos,
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permitindo sua utilizacdo em programas de melhoramento genético de plantas, visando o
desenvolvimento de gendtipos superiores. A eficacia de seus aspectos reprodutivos dependem
diretamente dos tipos de polinizacao e da viabilidade do pdlen. O estudo dos graos de polen
permite obter conhecimentos aplicdveis a taxonomia, paleopalinologia, conservagdo e
entendimento do potencial de propagacdo que garante o sucesso reprodutivo de uma espécie
(BLACKMORE, 2007; AVILA-JUNIOR et al., 2015; LUZ et al., 2018).

Pesquisas sobre a morfologia de polens, tem mostrado grande variabilidade,
considerando sua importancia taxonomica e ainda serem utilizadas na classificagdo e
identificacdo das espécies em géneros e familias (TALLEDO et al., 2019).

Através do processo de estimativa dos aspectos polinicos de uma espécie podemos
identificar sua reproducao masculina e avaliar nos graos de pdlen a presenga dos componentes
celulares (LUZ et al., 2022). Na reproducao de forma sexuada em espécies vegetais, 0os graos
de polens realizam o transporte entre os gametas através dos agentes polinizadores,
desempenhando um papel fundamental tanto na produtividade como na reprodu¢do da planta,
onde, a garantia de um sucesso reprodutivo estd na dependéncia de polens viaveis, originarios
de um processo meidtico ocorrido nas anteras (SOUZA et al., 2022).

Um processo meidtico regular, proporciona um elevado percentual de polens vidveis,
com um alto nimero de células tétrades normais. J& a anormalidade de células que ocorrem
durante a meiose, podem levar a formagao de gametas com cromossomos nao balanceado, o
que geralmente o torna inviavel (NASCIMENTO et al., 2014), proporcionando a planta sua
infertilidade (POSSOBOM et al., 2021).

Os graos de polen também fornece informacgdes sobre ecologia e dispersdo da espécie
nas analises dos contetidos de reservas dos mesmos. Onde substincias de reservas, carboidratos,
proteinas e lipideos sdo encontradas em polens maduros (REIS; KIRSCH, 2020). Essas reservas
garante energia para que o grao de pdlen possa germinar e indicar o tipo de poliniza¢do da
espécie (BAKER; BAKER, 1979; PACINI et al., 2006).

A viabilidade dos graos de podlen ¢ a estabilidade meidtica permite indicar o potencial
de cruzamentos da planta (LOVE, 1951). Nos programas de melhoramentos vegetais, a
viabilidade polinica tem grande importancia, pois com essa informacdo, torna possivel a
obten¢do de correlagdes com anormalidades meiodticas, auxilio na selecdo de genotipos e
inferéncias na eficiéncia dos cruzamentos (FRIZON et al., 2021).

Este trabalho objetivou, a determinac¢do da morfologia, da viabilidade polinica, indice
meiodtico e citoquimica dos graos de poélen de B. cydoniifolia em quatro populagdes nativas, por

meio de testes colorimétricos.
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As coletas para o estudo foram realizadas em quatro populacdes nativas de B.

cydoniifolia, regido leste do estado de Mato Grosso (Tabela 1).

Tabela 1. Localizagao das coletas de botdes florais nos biomas de cerrado, Mato Grosso, Brasil.

Individuos Populagoes Sigla Latitudes Longitudes
BGAO1 aBGAOS5  Barra do Gargas BGA 52°39' 27"W 15°42' 22"S
ARA06 a ARA10 Araguaiana-I ARA-I 51°18' 20"W 15°28' 54"S
ARA11aARAI1S Araguaiana-II ARA-II 51°21'44"W 15°12"'35"S
COC16 a COC20 Cocalinho COC 51°05' 58"W 14°36' 44"S

Legenda: I I
# Pontos de coletas

I:l Araguaiana

- Barra do Garcas

- Cocalinho

I:l Estados de Mato Grosso
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Figura 1. . Localizagdo geografica dos municipios amostrados no estado de Mato Grosso, Brasil.

O clima da regido dos municipios onde realizou-se a coleta, conforme a classificagao

de Koppen, se identifica com o tipo AW (clima quente e imido) com duas estagdes bem

definidas, verdo chuvoso (outubro a marco) e inverno seco (abril a setembro). A precipitacao

média anual ¢ de 1.578,9 mm e a temperatura média anual 25,6 °C (BARTIMACHI et al.,

2008). Esses municipios encontram-se numa area sedimentar de chapadas e serras do Planalto

do médio Rio das Mortes e Alto Xingl-Araguaia e ainda com a Serra do Roncador e Serra Azul

(ALVES et al., 2011). A vegetagdo que predomina nesses Municipios sdo: Cerrado (Savana

com arborizagao), com presenca de Cerrado e Campo (Savana Parque), Cerraddo fragmentado

T
0°00"s
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(Savana Florestada), Matas de Galeria, Veredas e Florestas Aluviais (Floresta Estacional
Semidecidual Aluvial) (ALVES et al., 2011).

Para identificacdo da espécie foram coletados quatro ramos com folhas e
inflorescéncias durante o periodo de floracdo (Agosto/2021), dentro de cada populagdo das
areas de ocorréncia natural, sendo o material conduzido ao HERBAM (Herbario da Amazonia
Meridional) da Universidade do Estado de Mato Grosso Carlos Alberto Reyes Maldonado para
montagem das exsicatas e posterior descri¢ao. A coleta, preservacao e herborizagdo do material
foi realizada conforme metodologia proposta por Fidalgo e Bonomi (1989). O material foi
depositado sob os numeros de tombo: 26690, 26691, 26692 e 26693.

Coleta dos botoes florais
Botoes florais em desenvolvimento foram coletados de cinco individuos de forma aleatéria

dentro de cada populag¢d@o. No momento da coleta, os botdes florais foram colocados em solugao
de alcool etilico e acido acético glacial para fixagdo (3:1 v/v). Sendo conduzidos ao Laboratoério
de Genética Vegetal e Biologia Molecular (GenBioMol), da Universidade do Estado de Mato
Grosso Carlos Alberto Reyes Maldonado, Campus de Alta Floresta. Ap6s 24 horas, esses botdes
foram transferidos para alcool 70% e conservados em refrigeragdo de 4 °C até a utilizacdo para

avalia¢do da viabilidade polinica, morfologia e produtos pds-meioticos.

Figura 2. Botdes ¢ flores de Byrsonima cydoniifolia. A — Racimos com botdes florais em diferentes estadios de
desenvolvimento; B — Flores hermafroditas; C — Racimos depositados em solugdo de alcool etilico e 4cido acético
glacial (3:1 v/v) e D — Racimos mantidos em alcool 70%. Fonte: o autor.
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Caracterizacio morfologica do polen

Os graos de polen foram submetidos ao método de acetdlise descrito por Erdtman
(1943). As anteras foram cortadas e depositadas em microtubos de 1,5 mL, com 500 pL de
acido acético, por 20 minutos. Em seguida, os microtubos foram centrifugados por cinco
minutos a 3.000 rpm e o sobrenadante descartado. Posteriormente, adicionou-se no microtubo
1 mL da solugdo acetdlica contendo anidrido acético e acido sulfurico (9:1 v/v). Essa solucao
tem como fung¢do remover o contetido celular do grao de pdlen por hidroélise acida, facilitando
a identificacao de sua morfologia.

A técnica usada com os graos de polen foi a mistura acetdlica em banho-maria a uma
temperatura de 100 °C por dois (2) minutos. Apos, houve a centrifugacdo do material a 3.000
rpm por cinco (5) minutos, descartando cuidadosamente a mistura. Em seguida, acrescentou-se
um 1 mL de 4agua destilada e 100 pL de alcool etilico absoluto, centrifugando-o novamente. O
sobrenadante foi descartado, ficando no microtubo apenas os polens. Logo em seguida,
adicionou-se 1 mL de solu¢do de agua destilada e glicerina na proporcao (3:1 v/v). Os polens
foram mantidos nesta solu¢do poraproximadamente 2 horas antes do preparo das laminas
(ERDTMAN, 1943).

Para evitar erros provenientes do intumescimento e alteragdes nos polens, as imagens
foram obtidas logo apds o preparo das ldminas no mesmo dia em que se realizou a acetdlise
(SALGADO-LABOURIAU, 1973). A observacdo das laminas foram realizadas em
microscopio Optico binocular Biocam com magnitude de 40X. A coleta das imagens ocorreu
através da camera CMOS 1.3 ajustada ao microscopio com auxilio do sistema de captura de
imagens TsView 7.

As mensuracdes realizadas aconteceu entre o diametro polar e equatorial em vista
equatorial (grdo de polen em posi¢do perpendicular a vista polar), o didmetro equatorial e
apocolpo em vista polar (grao de pdlen com a superficie polar para o observador) dos graos de
polen e a espessura da camada exina. As medigdes foram feitas em 25 graos de polen na vista
equatorial e 25 em vista polar, com auxilio do programa Anati Quanti 2® UFV (AGUIAR et
al., 2007).
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Figura 3. Representagdo das medidas dos grios de pdlen de Byrsonima cydoniifolia: A) medida do diametro
equatorial (letra a) em vista equatorial e do eixo polar (letra b); B) medida do apocolpo (letra a) em vista polar e
do didmetro equatorial (letra b). Barra = 15 pm.

De acordo com Erdtman (1943), a identificacdo sobre a forma do grao de pélen foi obtida
por meio da relagdo com o eixo polar e o eixo equatorial (P/E) em vista equatorial. Conforme
Erdtman (1945), a estimagao do tamanho do grao de pdlen, baseou-se na medida do eixo maior
entre as classes seguintes: muito pequenos (< 10 um), pequenos (10-25um), médios (25-50 pm),

grandes (50-100 um), muito grandes (100-200 pm) e gigantes (> 200um) (Tabela 2).

Tabela 2. Classificagdao dos graos de pélen com base na razao P/E.

Classes de Polen

P/E Denominagao

0,50 Peroblato

0,50-0,74 Oblato

0,75 -0,87 Suboblato

0,88 - 0,99 Oblato-esferoidal

1,00 Esférico Subesferoidal
1,01 —-1,14 Prolato-esferoidal

1,15-1,33 Subprolato

1,34 —-2,00 Prolato

2,00 Perprolato

Classificou-se também os polens pelo Indice de Area Polar (IAP) proposto por Barth
e Melhem (1988) que ocorre nas relagdes existentes das extremidades de suas aberturas
adjacentes (ou suas margens) como também em vista polar a sua largura maior. A descri¢ao
polinica das terminologias adotadas tiveram como base o glossario de Barth (1965) e Punt et

al. (2007) (Tabela 3).
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Tabela 3. Classifica¢do dos graos de pdlen em relagdo ao indice de area polar (IAP):

Denominacao Intervalo do L.A.P.

Sem area polar 0

Area polar muito pequena <0,25 (abertura muito longa)
Area polar pequena 0,25 — 0,50 (abertura longa)
Area polar grande 0,50 — 0,75 (abertura curta)
Area polar muito grande >0,75 (abertura muito curta)

Razao polen/évulo (P/O)
Para estimar a razao polen/6vulo (P/O) utilizou-se o método proposto por Cruden

(1977), contabilizando-se a totalidade de polens encontrados numa antera e multiplicando o
mesmo pela quantidade de anteras presente no botdo floral, na sequéncia esse valor foi dividido
pelo niimero de 6vulos encontrados no botao floral.

Em cada botdo floral, separou-se uma antera, sendo colocada sobre uma lamina,
cortada ao meio e macerada, em seguida foi colocada em tubinho de 1,5 mL em uma solugdo
contendo: 840 pL de etanol 70%, 80 uL do corante azul de metileno e 80 puL de detergente,
ajustando a uma solugdao de 1000 uL por tubo de 1,5 mL, totalizando assim 10 tubos de
solugdes. Em seguida, ocorreu o preparo de cinco laminas por cada tubo de solucdo,
adicionando-se em cada lamina 1 puL da solucdo, cobrindo-a com uma laminula e visualizando-
a em microscopio binocular modelo Photonics Bio 2 LED da marca BEL em objetiva de 40x.
Com o uso da técnica de varredura, contabilizou-se os polens encontrados na lamina (DAFNI,
1992).

Com a média encontrada entre a razdo P/O, realizou-se a inferéncia sobre o sistema
reprodutivo de B. cydoniifolia baseado na classificagdo proposta por Cruden (1977), (Tabela
4).

Tabela 4. Sistema reprodutivo com base na razao polen/6vulo conforme Cruden (1977).

Sistema Reprodutivo Razao pdlen/évulo
Cleistogamia 2,7-5,4
Autogamia obrigatoria 18,1 —39,0
Autogamia facultativa 31,9 -396,0
Xenogamia facultativa 244,77 —2.588,0

Xenogamia obrigatoria 2.108,0 — 195.525,0
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Indice meiético

Para estimar o indice meiotico (IM) de B. cydoniifolia utilizou-se botdes florais em fase
de desenvolvimento, em cinco individuos dentro de cada populagao.

Para preparagao das laminas, as anteras foram removidas e levemente amassadas sobre
alamina com uma gota de corante orceina 2% (RADFORD et al., 1974), conforme metodologia
descrita por Guerra e Souza (2002). A observagdo das laminas e contagem dos produtos pos-
meioticos foi realizada em microscopio Optico binocular, modelo Photonics Bio 2 LED da
marca BEL em objetiva de 40x.

Para contabilizar os produtos pos-meidticos, observou-se oito laminas por individuo,
contabilizando-se 250 células em cada lamina, obtendo um total de 2.000 células por individuo.
As células tétrades foram contabilizadas como normais e qualquer desvio (monade, diade, triade
e poliade) foram consideradas como anormais, sendo o IM obtido através da formula abaixo

(GUERRA E SOUZA, 2002).

N° de tétrades normais
IM= X 100

N° total de produtos pds-meidticos

Viabilidade polinica via teste colorimétrico

Botdes florais em fase de pré-antese foram utilizados para estimar a viabilidade
polinica. Para visualizagdo dos polens viaveis e inviaveis utilizou-se o corante Reativo de
Alexander (ALEXANDER, 1969), o qual mostra a viabilidade com a preseng¢a na cor roxa do
protoplasma.

As laminas foram preparadas seguindo o método de esmagamento proposto por Guerra
e Souza (2002) e sua observacao foi realizada conforme descrito anteriormente para o indice
meiotico. Foram preparadas oito laminas por individuo, utilizando-se um botao floral em cada
lamina. Em cada lamina foram contabilizados 250 graos de polens (entre inviaveis e viaveis),
totalizando-se 2.000 graos de polens por individuo e 10.000 por populag¢do. A porcentagem de
viabilidade polinica foi obtida através da formula abaixo (GUERRA E SOUZA, 2002).

N° de graos de polen vidveis
VP% = — - X 100
N° total de graos de pdlen contados

Citoquimica polinica

Os polens de B. cydoniifolia, tiveram a submissao com o corante Lugol a 1% (BAKER;
BAKER, 1979) e Sudan IV a 2% (DAFNI, 1992) com o intuito de observar a presenga de
amidos e lipidios, respectivamente. O lugol € especifico para coloragdo de graos de pdlen que
contenham amido como material de reserva, corando-os de marrom escuro ou preto, essa

técnica tem base nas reagdes quimicas ocorridas com o iodo e o amido (PENALOZA et al.,
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2005). Ja o corante Sudan IV, tem reagdo com moléculas de lipidios, onde os lipidios positivos
s30 os polens corados na cor vermelha ou marrom claro (DAFNI, 1992).

Para avaliagdo da analise acima, foram utilizados um mix de botdes florais dos cinco
individuos coletados para cada populagdo. Foram preparadas oito laminas por populagdo,
conforme a metodologia descrita por Guerra e Souza (2002) e contabilizou-se 250 graos de
pélen por lamina e 2.000 polens por populagdo. A observacao e a contagem dos graos de polen
foi realizada em microscopio Optico binocular, modelo Photonics Bio 2 LED da marca BEL em
objetiva de 40x. Os dados obtidos foram transformados em porcentagem de polens amido
positivos e lipidios positivos, dividindo-se o nimero de polens corados pelo numero total de

polens contados e multiplicando por 100.

Analises Estatistica
Para realizar a caracterizacdo da morfologia do polen, utilizou-se o software Genes

(CRUZ, 2016) com a estatistica descritiva, obtendo-se: desvio padrdo da média, média, intervalo
de confianga e coeficiente de variacdo. Do mesmo modo, procedeu-se para o indice meidtico e
viabilidade polinica, encontrando através da estatistica descritiva no software Genes (CRUZ, 2016), os

valores maximo, minimo, média, desvio padrao, variacdo e intervalo de confianga.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacio morfoldogica do polen

Os resultados das andlises morfopolinicas permitiram caracterizar os graos de polen
de B. cydoniifolia como 3-colporados, apresentando tamanhos entre 16 a 25 pm de didmetro
equatorial e 19 a 26 um de eixo polar (Tabela 5). Os polens sdo considerados pequenos, pois a
média do maior eixo (eixo polar) encontra-se entre 10 — 25 um, conforme classificagdo proposta
por Erdtman (1945). De acordo com a metodologia proposta por Erdtman (1952), os polens
foram classificados como Prolato-esferoidal (subesferoidal), com area polar grande (Tabela 5).
A exina de B. cydoniifolia indicou uma média de 1,70 pm apresentando sua regido na area polar
como microrreticulada. O maior destaque entre as médias foi para o eixo polar 23,04 um e o

maior intervalo de confianca também para o eixo polar (Tabela 5).
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Tabela 5. Medidas dos polens de Byrsonima cydoniifolia coletados nas populacdes: Barra do
Gargas, Araguaiana-I, Araguaiana-II e Cocalinho, submetidos ao método de acetdlise.

Medida Min. - Max. (um) x=xsx(um) IC95% (um) CV (%)
Diametro equatorial (VE) 16,00 — 25,00 22,16+1,99 21,27 -22,96 8,00
Eixo polar (VE) 19,00 — 26,00 23,04 +1,51 22,37 — 23,65 6,57
Diametro equatorial (VP) 18,00 — 24,00 20,68 £2,10 19,75 -21,52 10,14
Apocolpo 14,00 — 22,00 17,36 £2,52 16,24 — 18,37 14,49
Exina 1,10 -2,50 1,70 £ 0,36 1,54 -1,08 21,26
P/E 0,96 — 1,19 1,04 + 0,06 1,02 - 1,07 5,67
LLA.P 0,70 — 1,05 0,83 + 0,07 0,81 -0,87 8,58

x = média; sx = desvio padrio da média; IC = intervalo de confianga; CV (%) = coeficiente de varia¢do; VE =
Vista Equatorial; VP = Vista Polar; P/E = Razio entre eixo polar sobre didmetro equatorial; I.A.P.= Indice de area
polar.

Em relagdo ao coeficiente de variagdo, a exina apresentou uma variabilidade de
21,26%, sendo a maior entre as medidas. Santos et al. (2020) desenvolvendo estudos com a
morfologia do pélen de Byrsonima crassifolia, no Municipio de Alta Floresta, estado de Mato
Grosso, encontraram resultados similares ao didmetro equatorial, eixo polar, tamanho do pélen,
indice de area polar, coeficiente de variacdo e outros caracteres. Sousa et al. (2021)
identificando e analisando a morfologia polinica na espécie Byrsonima basiloba A. Juss, no
parque da cidade de Santarém, Estado do Pard, encontraram resultados que se assemelham a

este estudo, como os graos de polen 3-colporados e variagdo da exina de reticulada a

Figura 4. Polens de Byrsonima cydoniifolia: A) Vista polar com simetria radial. B) Vista polar com ambito circular

microrreticulada.

A B C
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e detalhes na superficie (ornamentagdo - seta). C) Vista equatorial com ambito triangular (seta). D) Vista equatorial
com detalhes na superficie e abertura dos colpos (ornamentagao - seta). E) Vista equatorial mostrando os colpos
(seta). F) Vista equatorial com exina em destaque (seta). Barra = 20um.

A visualizagao dos polens de B. cydoniifolia indicaram aberturas nos colpos, sendo
estas em nimeros de duas ou trés, possuindo também uma endoabertura circular lalongada
(alongada transversalmente), chamada de poro, denominando-se os graos de polens
tricolporados, area polar com detalhes ornamentais e exina microrreticulada em destaque
(Figura 4). Salgado-Labouriau (1973) estudando os diferentes tipos de pdlen em espécies
nativas do cerrado pertencentes a familia Solanaceae, encontraram caracteristicas que se
assemelham ao presente estudo. Santos et al. (2020) pesquisando as caracteristicas
morfologicas do pdlen de Byrsonima crassifolia em populagdes cultivadas dentro do Municipio
de Alta Floresta, regido oeste de Mato Grosso, encontraram caracteristicas semelhantes a vista

equatorial e polar com detalhes nos colpos e aberturas dos graos de pdlen.

Razao polen/évulo (P/O)
Conforme classificacdo proposta por Cruden (1977), a razdo podlen/6vulo de B.

cydoniifolia obtida foi de 53.653,33, o que classifica a espécie em um sistema reprodutivo de
xenogamia obrigatoria. Bezerra et al. (2009) realizando estudos com a biologia reprodutiva de
Byrsonima gardnerana, em area de caatinga localizada na reserva nacional do Catimbau, regido
do Agreste de Pernambuco, encontraram valores equivalentes a 13.832 para a razao polen/6vulo
da espécie, com sistema reprodutivo xenogadmico obrigatério. Santos et al. (2020)
desenvolvendo estudos sobre o sistema reprodutivo de populagdes cultivadas da espécie
Byrsonima crassifolia, na érea urbana da cidade de Alta Floresta, Mato Grosso, encontraram
resultados similares no valor de 28.979,99 para a razao polen/6vulo com o sistema reprodutivo
xenogamico obrigatorio. A razao P/O, € uma técnica alternativa, precisa, habil e de baixo custo,
e, em comparac¢do a técnicas de marcadores moleculares ou técnicas de cruzamentos esta torna-
se uma ferramenta eficiente na avaliacdo de sistemas reprodutivos nos vegetais em geral

(CRUDEN, 2000).

Indice meiético
O indice meidtico (IM) das quatro populagdes em estudo, variou entre os individuos
dentro de cada populacdo, apresentando-se superior a 95%, indicando baixos niveis de

irregularidades meidticas para a espécie (Tabela 6).
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Tabela 6. Produtos pos-meidticos e indice meidtico (IM) observados em individuos de
Byrsonima cydoniifolia coletados em: Barra do Gargas, Araguaiana-I, Araguaiana-Il e
Cocalinho.

Individuos Tétrades Monode Diades Triades Poliades IM(%)

Barra do Garcas

1 1.980 8 4 8 0 99
2 1.986 3 6 5 0 99,30
3 1.977 22 1 0 0 98,85
4 2.000 0 0 0 0 100
5 1.985 3 2 10 0 99,25
Total 9.928 36 13 23 0 10.000
Média 1.985,60 7,2 2,6 4,6 0 99,28
Araguaiana-I
1 1.993 1 1 5 0 99,65
2 1.980 2 2 11 5 99
3 1.983 4 4 9 0 99,15
4 1.998 0 0 1 1 99,90
5 1.994 0 0 6 0 99,70
Total 9.948 7 7 32 6 10.000
Média 1.989,60 1,4 1,4 6,4 1,2 99,48
Araguaiana-I11
1 1.979 6 0 15 0 98,95
2 1.910 0 0 90 0 95,50
3 1.925 0 0 75 0 96,25
4 1.974 3 0 23 0 98,70
5 1.966 2 4 28 0 98,30
Total 9.754 11 4 231 0 10.000
Média 1.950,80 2,2 0,8 46,2 0 97,54
Cocalinho
1 1.984 0 0 16 0 99,20
2 1.990 0 0 10 0 99,50
3 1.975 0 0 25 0 98,75
4 1.981 0 0 19 0 99,05
5 1.985 0 0 15 0 99,25
Total 9.915 0 0 &5 0 10.000
Média 1.983,0 0 0 17 0 99,15

Na andlise dos produtos pos-meidticos de B. cydoniifolia, observou-se a presenga de
células: monades, diades, triades, tétrades normais e poliades, onde as irregularidades de células
triades teve uma maior frequéncia para a populagao de Araguaiana-II com 231 células e na
populagdo de Cocalinho teve presenca de 85 células triades e auséncia das células monodes,

diades e poliades (Tabela 6 e Figura 5).
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Figura S. Produtos pés-meidticos observados em Byrsonima cydoniifolia. A) Monade. B) Triade. C) Tétrade
normal. D) Poliade. Barra = 15um.

O indice meidtico em todas as populacdes em estudo, mostrou-se alto para todos os
individuos de B. cydoniifolia. Santos et al. (2020) desenvolvendo pesquisas sobre os produtos
pbs-meiodticos para a espécie Byrsonima crassifolia, no Municipio de Alta Floresta, Estado de
Mato Grosso, encontraram indice meiodtico superior a 95%, baixos niveis de irregularidades
meiodticas e maior presenga de células triades anormais. De acordo com Love (1951), plantas
que apresentam IM superior a 90% possuem alta estabilidade meidtica. As anormalidades
detectadas nos produtos pds-meidticos do presente estudo, pode estar ligado a erros durante a
meiose, como: irregularidade na orientacdo das fibras do fuso (SOUZA et al., 2014) e
alinhamento incorreto dos cromossomos nas metafases I e Il (SHAMINA, 2005).

O maior intervalo de confianca foi encontrado no individuo 2 das quatro populagdes e
os menores intervalos de confianga estd no individuo 1 das populacdes de Barra do Gargas,
Araguaiana-I e Araguaiana-II e na populagdo de Cocalinho estd nos individuos 4 e 5 (Figura 6).
Souza et al. (2016) pesquisando a morfologia e viabilidade dos graos de polen de Theobroma
subincanum, no municipio de Alta Floresta, Estado de Mato Grosso, utilizando o corante reativo
de Alexander, encontraram resultados com intervalos de confianga, que se assemelham a

espécie em estudo.



56

A B
o 101 S 101
=~ =
= 100 100 100 100 100 100 = 100 100 100 100 100 100
o . ) < s n 99.4
= 99 993 99.15 55 9925 ; = 90 99.3 99.15 92.2
= : 98.75 = 98.8
= 98.4 o= 98.4 98.4
LR 978 98 = o8 98
= < 975 -
w 97 96.3 w 97 96.8 L
= ' 2 '
= 9% = 9%
= =
= 95 = g5

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Individuos Individuos

C D
o 101 o 101
= =~
= 100 100 100 100 100 100 = 100 100 100 100 100 100
bt B 99.5 o 99.5 3 ;
- 99.3 £ 99.2 = 2 ‘ 99.25 ‘
:5 99 99.15 930 2 ‘ E 99 = 989 988 98 8
-5 934 98.3 -a 98 4
et 98 97.9 h — 98 979
- -~ 97.6

97 A7
-¥] -¥]
= i =
= 9 = 9%
Ho =
= s = o5

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Individuos Individuos

Figura 6. Intervalos de confianga dos resultados do indice meidtico de Byrsonima cydoniifolia estimado nas quatro
populagdes com os cinco individuos: A) Populagdo de Barra do Gargas; B) Populacdo de Araguaiana-I; C)
Populacdo de Araguaiana-II e D) Populagdo de Cocalinho.

Viabilidade polinica via teste colorimétrico
O teste colorimétrico de viabilidade polinica, utilizando o corante reativo Alexander,

distinguiu com muita eficiéncia os graos de polens invidveis e viaveis de B. cydoniifolia (Figura
7), possibilitando o mesmo uma avaliagdo integral dos elementos constituintes celulares no

niicleo e parede celular (PENALOZA et al., 2005)

A B v

Figura 7. Padrio de coloracdo dos grios de polen de Byrsonima cydoniifolia com reativo de Alexander. A) Graos
de pdlen vistos na objetiva de 40x (Barra: 50um). B) Graos de pélen vistos em aumento de 400x (Barra:100pm).
V = grio de polen viavel; I = grio de polen inviavel.
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A estimativa da taxa de viabilidade polinica da espécie em estudo, foi superior a 90%.
Nascimento Junior et al. (2023) em estudos sobre a fenologia e biologia floral das espécies:
Byrsonima gardneriana, Byrsonima verbascifolia ¢ Byrsonima coccolobifolia, em regides
remanescente com vegetagdo de caatinga, Estado da Bahia, descrevem uma viabilidade polinica
similar e estimada em: 95,45%, 94,50% e 99,35%. Santos et al. (2020) estudando a espécie
Byrsonima crassifolia, no municipio de Alta Floresta, estado de Mato Grosso, descrevem uma
estimativa de 93,6% de viabilidade polinica.

O corante reativo de Alexander em sua reacdo, tem interagdo no protoplasma e na
parede celular dos graos de polen, estabelecendo uma coloragdo purpura quando o pélen for
viavel e verde quando invidveis (ALEXANDER, 1980). A viabilidade polinica pode ser
influenciada por fatores que determinam a forma pela qual o pdélen chega ao estigma da flor, se
viavel e com capacidade de germinar. Esses fatores podem ser: ambientais locais (umidade e
temperatura), nivel de desidratacdo e conteudo de reserva dos graos de pdlen (PACINI e
FRANCHI, 1993; DAFNI e FIRMAGE, 2000).

Dentre as populagdes em estudo, a populacao de Barra do Gargas, foi a que obteve os
maiores intervalos de confianga entre todos os individuos. J4 a populacdo da Araguaiana-II,
indicou os menores intervalos de confianca em seus individuos e a populagdo de Cocalinho

destacou o individuo 4 com maior intervalo de confianga.
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Figura 8. Intervalos de confianga dos resultados de viabilidade polinica de Byrsonima cydoniifolia estimado nas
quatro populagdes com os cinco individuos: A) Populagdo de Barra do Gargas; B) Populag¢do de Araguaiana-I; C)
Populagdo de Araguaiana-II ¢ D) Populagdo de Cocalinho.
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A viabilidade polinica de B. cydoniifolia, estimada foi considerada alta e reflete nos
resultados do indice meidtico. Conforme Souza et al. (2002), viabilidade estimadas com valores
superior a 70% podem ser consideradas altas, isso indica eficiéncia no processo de fertilizagdo

da espécie.

Citoquimica

Os graos de polen de B. cydoniifolia apresentaram amidos e lipidios como substancias
de reserva, as reagdes foram realizadas com os corantes lugol e sudan IV, respectivamente. A
populacdo de Barra do Gargas apresentou 98,55% dos graos de polen com amido positivos e
99,40% de lipidios positivos. Na populagdo de Araguaiana-I os resultados foram de 98,85% de
poélen com amido positivos € 99,25% de lipidios positivos. A populagdo de Araguaiana-II
mostrou 99,05% de polen com amido positivos e 99,70% de lipidios positivos e na popula¢do
de Cocalinho os valores foram de 99,00% de graos de amido positivos e 99,55% de lipidios

positivos.

A

Figura 9. Padrdo de coloracdo de graos de polen de Byrsonima cydoniifolia para analise citoquimica. A) Graos
de pdlen corados com lugol. B) Gréos de pdlen corados com Sudan IV. AP: amido positivo; AN: amido negativo;
LP: lipideo positivo; LN: lipideo negativo. Barra = 50um.

Os corantes Sudan IV e Lugol (BAKER; BAKER, 1979; DAFNI, 1992) mostraram
que os graos de polen de B. cydoniifolia possuem amidos e lipidios como substancias de reserva,
onde a populacdo de Araguaiana-II apresentou os maiores percentuais de amidos e lipidios
positivos. Estudos desenvolvidos com o género Byrsonima, sobre aspectos reprodutivos
utilizando testes citoquimicos, ndo foram encontrados na literatura, todavia pesquisas realizadas
com o género Croton, por Ferreira et al. (2022), sobre a viabilidade, morfologia, indice meiotico
e citoquimica polinica da espécie Sangra d’agua, no municipio de Alta Floresta, Estado de Mato

Grosso, através de testes citoquimicos, descrevem valores de 98,75% de graos de polen com
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presenga de amido positivo com o corante lugol e 99,46% de lipidios positivos utilizando o
corante Sudan IV.

Substancias de amidos presentes como reserva nos graos de podlen, sio de suma
importancia, pois essas podem ter uma relagdo na manutencao da viabilidade, uma vez que,
essa molécula tem a possibilidade de sua conversao total ou parcial em frutose, glicose, pectinas
e sacarose; podendo aumentar a resisténcia dos mesmos em locais hostis, auxiliando na
germinagdo do tubo polinico (PACINI et al., 2006). Da mesma forma, os lipidios tem sua
importancia na fertilizagdo das plantas, onde a presencga destes pode estar relacionada a uma
garantia das adesOes entre a antera, grdos de polen e estigma, além disso, fornecem uma
protecdo contra a perda de agua e radiacdo UV, mantendo-os juntos durante o transporte

(PACINI; HESSE 2005).

CONCLUSOES

Os graos de polen coletados nas populagdes apresentaram caracteristicas como:
pequenos, 3-colporados, prolato-esferoidal e area polar grande. A superficie do poélen possui
reentrancias € a exina apresenta sua regido na area polar como microrreticulada.

B. cydoniifolia possui alta estabilidade e regularidade meidtica pois apresentou alto
indice meidtico e viabilidade polinica eficiente obtida pelos testes colorimétricos.

Os graos de podlen de B. cydoniifolia apresentam amido e lipidios como material de
reserva.

As informacgdes obtidas neste estudo, mostrou que a espécie € potencialmente fértil e

capacitada para ser empregada em programas de reflorestamento e melhoramento genético.
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4.3 CAPITULO 111

DIVERGENCIA GENETICA E CORRELACAO ENTRE CARACTERES DE
MURICIZEIROS NATIVOS DA REGIAO LESTE DO ESTADO DE MATO GROSSO,
BRASIL

RESUMO

A elevada diversidade de frutas tropicais brasileiras, entre elas o murici e a escassez de
informacdes sobre esta e outras espécies frutiferas, tem estimulado pesquisas sobre técnicas na
obtengdo de produtividade e insercao das mesmas no agronegocio regional e nacional. O estudo
objetivou analizar a divergéncia genética e a correlacdo entre os caracteres existente nos
individuos de muricizeiros nativos da regido leste do estado de Mato Grosso, por meio de
técnicas de analise multivariada. Frutos maduros foram coletados de 40 individuos diferentes
em quatro areas de ocorréncia natural da espécie, durante a safra de janeiro de 2022,
selecionando 10 plantas dentro de cada area de estudo, caracterizando uma populagdo, onde
foram coletados 10 frutos em cada individuo, totalizando 100 frutos por populagdo. As variaveis
analisadas: comprimento, largura, espessura, massa do fruto, massa da casca e volume dos
frutos; comprimento, largura, espessura ¢ massa das sementes, espessura € massa da polpa,
indice de volume das sementes (IVS) e °brix. As andlises multivariadas foram realizadas com
os métodos UPGMA e otimizagdo de Tocher, componentes principais e contribuicao relativa.
Cinco grupos distintos foram formado com base no método UPGMA e sete grupos no Tocher
e dispersao grafica. A estimativa de correlacdes lineares, revelou fortes correlagdes positivas e
negativas evidenciando frutos com maior quantidade de massa. Os componentes princiapais
explicaram 83,83% da variacdo total pelos trés primeiros componentes . A maior contribui¢ao
relativa na diferenciagdo dos individuos foi a caracteristica °brix. Os trés métodos de
agrupamento utilizados revelaram que ha divergéncia genética entre os individuos de
muricizeiros.

Palavras-chave: Analise multivariada; Byrsonima cydoniifolia; Correlagdes; Frutas
amazonicas; Variabilidade.

INTRODUCAO

Byrsonima cydoniifolia A.JUSS. (murici) ¢ uma fruteira nativa de climas tropicais e
subtropicais da América do Sul, México e América Central. Pertencente ao género Byrsonima,
familia Malpighiaceae, a mesma ¢ encontrada em diferentes areas do cerrado brasileiro, como
os estados de Minas Gerais, Mato Grosso e Goids. Além disso, ocorre em outros paises como
as Guianas, Venezuela, Colombia, Bolivia, Peru, Costa Rica e Cuba; apresentando variedades
botanicas e diferenciando-se nas caracteristicas dos locais de origem (BELISARIO;
CONEGLIAN, 2013; MENEZES et al., 2018).

Uma ampla diversidade biologica ¢ encontrada no cerrado brasileiro, sendo
reconhecida como a savana mais rica do mundo, onde aproximadamente se encontra 11.627
espécies nativas de plantas com um elevado numero de espécies frutiferas (SOUZA, 2021;

MORZELLE et al., 2015). A maioria dos frutos encontrados, sdo utilizados na alimentacao e
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regularmente consumidos pelas populagdes locais (VIEIRA et al., 2006).

Na Amazonia, o murici estad distribuido pelos estados do Amapa, Para, Roraima,
Tocantins, Amazonas ¢ Maranhdo; consumido nessas regides principalmente na forma in
natura ou como subprodutos, na forma de doces, sucos, sorvetes, geléias e licores (REGO et
al., 2014; BARBOSA et al., 2020); com um cheiro caracteristico do proprio fruto maduro,
semelhantes a queijos rangosos (SOBRINHO et al., 2020). A comercializagdo do murici em
feiras livres e mercados publicos, tem sido uma importante fonte de renda, para as populagdes
locais que vivem do extrativismo (GUSMAO; VIEIRA; FONSECA JUNIOR, 2006).

O muricizeiro ¢ importante ndo s6 pela qualidade dos frutos que apresenta, com
propriedades antioxidantes (SILVA et al., 2007; RUFINO et al., 2010) e nutracéuticas (BICAS
et al., 2011), mas por ter acdo medicinal (SILVA et al., 2022), rico em acidos galacturdnicos,
flavonodides, ésteres aromaticos, entre outros (SANNOMIYA et al., 2007); e ainda previne o
desenvolvimento de doengas, como por exemplo, cancer, depressao e diabetes (PAWLOWSKA
et al., 2006).

Hé uma relagdo entre a cor e a forma do fruto do murici, onde os fenotipos com
epiderme de fruto amarelado tendem a ser mais largos e aqueles com epiderme verde sdo mais
alongados; uma vez que a senescéncia causa diminui¢cdo da firmeza e aumento dos solidos
soluveis totais (PERALTA et al., 2020).

Um instrumento importante na deteccdo da variagdo genética existente dentro de
populagdes em uma mesma espécie, € a biometria dos frutos e sementes, como também entre
os fatores ambientais e relagoes de variabilidade (CRUZ; REGAZZI, 2012), este instrumento
tem uso muito frequente em estudos com espécies perenes € semiperenes, como o tamboril
(ROSARIO, 2022), Astrocasia jacobinensis (SANTOS et al., 2019), jatoba-da-mata
(MOREIRA et al., 2019), e outras, importantes nos programas de melhoramento genético.

Pesquisas sobre a morfologia, tem utilizagdes frequentes em espécies silvestres com
frutos e sementes, objetivando auxilio no entendimento do sistema reprodutivo, para aplicacao
em programas futuros de melhoramento, contribuindo nos estudos de produtividade,
germinacgdo, resisténcia, qualidade dos frutos e assessorando em técnicas para cultivos da
espécie (MEDEIROS et al., 2019).

A determinacao das relagdes genéticas de uma populagdo a outra da mesma espécie,
usufruindo métodos biométricos com analises da estatistica multivariada, favorece a juncao de
informagdes multiplas em um conjunto de caracteres. Diferentes métodos podem ser utilizados,
dentre eles os caracteres candnicos, estudos por componentes principais e métodos

aglomerativos (CRUZ; REGAZZI; CARNEIRO, 1994).
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Diante disso, objetivou-se neste estudo analisar a divergéncia genética e a correlagdo
entre os caracteres existente nos individuos de muricizeiros nativos da regido leste do estado de

Mato Grosso, por meio de técnicas de analise multivariada.

MATERIAIS E METODOS

Area de estudo
As coletas do material vegetal (frutos) foram realizadas em quatro populacdes nativas

de B. cydoniifolia, na regiao leste do estado de Mato Grosso (Tabela 1).

Tabela 1. Localizagdo das coletas de frutos nos biomas de cerrado, Mato Grosso, Brasil.

Individuos Populagoes Sigla Latitudes Longitudes
BGAO1 a BGA10 Barra do Gargas BGA 52°39' 27"W 15°42'22"S
ARA11 a ARA20 Araguaiana-I ARA-I 51°29' 00"W 15°18'21"S
ARA21 a ARA30 Araguaiana-II ARA-II 51°22' 20"W 15°12' 34"S
COC31 a COC40 Cocalinho COC 51°05' 58"W 14°36' 44"S

Legenda: I |
# Pontos de coletas

I:l Araguaiana

l:l Barra do Garcas

l:l Cocalinho

l:l Estados de Mato Grosso

10°0'0"s
1
T
0°00's

L
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e e 1

ﬂ]:ﬂlﬂ'\“a’ Eﬂ:ﬂID'W
Figura 1. Localizacdo geografica das quatro popula¢des nativas de B. cydoniifolia situadas na regido leste do
estado de Mato Grosso, Brasil. Fonte: o autor.

O clima na regido onde estdo localizados os municipios, conforme a identifica¢do de
Koppen, ¢ do tipo AW (clima quente e imido) com duas esta¢des bem definidas, verdo chuvoso

(outubro a margo) e inverno seco (abril a setembro). A precipitacdo média anual ¢ de 1.578,9
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mm e a temperatura média anual 25,6 °C (BARTIMACHI et al., 2008). Esses municipios estao
localizados em uma area com origens sedimentares de chapadas e serras, situados no Planalto
do Médio Rio das Mortes e Alto Xingi-Araguaia, Serra do Roncador, Serra das Gerais e Serra
Azul (MACHADO e CEDRO, 2009). Nesses municipios predomina-se as vegetagdes do tipo
Cerrado (Savana de arborizagdo), com muita presenca de Campo Cerrado (Savana reserva),
fragmentos de Cerraddo (Savana Florestada), Veredas, Matas de Galeria e Florestas Aluviais
(Floresta Estacional Semidecidual Aluvial) (MACHADO e CEDRO, 2009).

Para identificagdo da espécie foram coletados quatro galhos com inflorescéncias e
folhas, durante o periodo de floragdo (agosto/2021), dentro de cada populacdo das areas de
ocorréncia natural, sendo o material conduzido ao Herbario da Amazonia Meridional
(HERBAM) da Universidade do Estado de Mato Grosso Carlos Alberto Reyes Maldonado, para
montagem das exsicatas e posterior descricdo. A coleta, preservagdo e herborizagdo do material
teve procedimento conforme metodologia proposta por Fidalgo e Bonomi (1989). O material

foi depositado sob os numeros de tombo: 26690, 26691, 26692 e 26693.

Caracterizacao de frutos e sementes
Para estimagao da divergéncia genética por meio da morfologia dos frutos e sementes,

foram coletados frutos maduros, durante o més de janeiro de 2022, encontrados no solo, nas
regides de projecdes da copa dos individuos, de forma aleatéria foram escolhidas dez plantas
dentro de cada area de estudo (populacao), onde foram coletados dez frutos em cada individuo,
totalizando 100 frutos dentro de cada populacao nativa do Leste de Mato Grosso. Os frutos
foram identificados e armazenados em sacos plasticos e inseridos em caixa de isopor com gelo
durante a coleta, sendo conduzidos ao Laboratorio de Genética Vegetal e Biologia Molecular
(GenBioMol), da Universidade do Estado de Mato Grosso Carlos Alberto Reyes Maldonado,
Campus de Alta Floresta, onde foram submetidos em refrigeragao a -4 °C, para posterior
avaliacdo em dez dias apds a coleta.

A avaliagdo dos frutos ocorreu por meio de nove caracteres: comprimento do fruto
(CF), largura do fruto (LF), espessura do fruto (EF), espessura da polpa (EP), ambas realizadas
com o auxilio de um paquimetro digital (caliper 0-150mm) com precisao de 0,01 mm. Com
auxilio de uma balanca de precisdo de 0,00001g, foi obtido o peso do fruto (PF) e peso da casca
(PC). Para obtencao do peso da polpa do fruto (PPF): o peso do fruto foi subtraido do peso da
semente e casca (PF-PS-PC = PPF). O volume do fruto (VF) foi obtido com o deslocamento do
volume de 4gua apos a imersdao deste em proveta de 100 mL. Na avalia¢do do teor de s6lidos

soluveis, expresso em °brix, adicionou-se 4 mL de dgua a polpa de cada fruto, com o auxilio de
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uma seringa, para obter uma melhor visibilidade do °brix com o uso de refratdmetro manual. O
teor de solidos soluveis (SST), expresso em °brix foi avaliado com o refratdmetro manual em
leitura direta e corre¢ao dos dados pela temperatura.

As sementes foram avaliadas por meio de seis caracteristicas: comprimento da semente
(CS), largura da semente (LS), espessura da semente (ES), todas efetuadas com um paquimetro
digital (caliper 0-150mm) com precisdo de 0,01 mm. Com auxilio de uma balanga de precisao
foi obtido o peso da semente (PS). O volume da semente (VS) foi efetuado com o deslocamento
do volume de dgua apds a imersdo da semente em proveta de 100 ml, conforme metodologia
descrita por Basso (1999). O indice de volume da semente (IVS) foi efetuado pela soma do
comprimento da semente (CS), largura da semente (LS) e espessura da semente (ES)

(CS+LS+ES = IVS).

Analises estatistica
Foram realizadas anélises multivariadas por meio dos componentes principais €

analises de agrupamentos, de acordo com os métodos hierarquicos UPGMA (Unweighted Pair
Group Method Arthmetic Average) e de otimizagdo de Tocher, utilizando-se a distancia
Euclidiana média padronizada como medida de dissimilaridade. A importancia relativa das
caracteristicas para a divergéncia fenotipica foi estimada pelo método de Singh (1981). Para
efetivacdo dessas analises utilizou-se o programa computacional Genes (CRUZ, 2016). Ja para

as caracteristicas avaliadas com as correlagdes utilizou-se o software Rbio (BHERING, 2017).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o estudo da divergéncia genética por meio do método UPGMA, o ponto de corte
ocorreu em 76% de distancia, conforme Mojena (1977), obtendo-se a formacao de cinco grupos
(Figura 2) entre os 40 individuos de B. cydoniifolia. O grupo I foi o mais numeroso, constituido
por 30 individuos. O grupo II foi constituido apenas pelo individuo BGA10. O grupo III
formou-se com os individuos: BGAOS5, ARA-120, ARA-I11 e ARA-II21. J& o grupo IV foi
constituido pelos individuos: BGA7, COC39, ARA-I129 e ARA-I126. O grupo V foi unitario,
sendo formado pelo individuo BGA04. Resultados proximos e semelhantes foram encontrados
por Santos et al. (2020), avaliando a variagdo genética através do método hierarquico UPGMA
em Byrsonima crassifolia e por Gurgel et al. (2022) trabalhando com a espécie Byrsonima

dealbata, onde ambos observaram a formag¢ao de numero de grupos semelhantes a estes.
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Figura 2. Resultado da verificacdo dos 40 individuos de Byrsonima cydoniifolia, através do dendrograma obtido
pelo agrupamento UPGMA, utilizando a distancia euclidiana média como medida de distancia genética.
Coecficiente de correlagdo cofenética (CCC) = 0,70.

O coeficiente de correlacdo cofenética (r) foi de 0,70, o que segundo Sokal e Rohlf
(1962) demostra uma boa atuagdo grafica das distancias e a sua matriz real, indicando o método
UPGMA como uma técnica de agrupametno mais apropriada para definir cruzamentos, pois
admite observagdes de pares de individuos avaliados com suas distancias. Resultados estes,
proximos dos observados por Santana et al. (2011), trabalhando com um banco ativo de umbu-
cajazeira da Embrapa Fruticultura.

O método de agrupamento UPGMA (figura 3), separou as quatro populagdes de B.
cydoniifolia, em trés grupos distintos, sendo o grupo I, composto pela populacio ARA-I e ARA-
IT e o grupo II e III, foram unitario formado pelas populagdes COC e BGA.



70

ARA -1

GRUPOI

ARA-TI

GRUPOII {COC

GRUPOTII {BGA

0 1 ) 4 {0 5 ) ) 8 ) 10
o N M A A K K £ ¥ N

Figura 3. Dendrograma obtido pelo método de agrupamento UPGMA de quatro populagdes de Byrsonima
cydoniifolia, com base em quinze caracteristicas quantitativas. Coeficiente de correlagdo cofenética (CCC) =0,98;
Ponto de Corte = 8§9%.

A formagdo dos trés grupos entre as populagdes obtidas, possibilita esclarecimentos
significativos na conservagao, quanto ao uso das populagdes como meio de recursos génicos e
cruzamentos, pois a indicagdo de genotipos superiores pode ocorrer pela recombinacdo entre
grupos distantes (HENRIQUE et al., 2020).

Os agrupamentos utilizados pelo mecanismo de Tocher (Tabela 2), viabilizou a
separacdo dos 40 individuos em sete grupos diferentes, onde 62,5% dos individuos se
agregaram no primeiro grupo, isso propicia uma similaridade entre a maioria dos individuos,
mesmo com uma elevada divergéncia genética entre si, o que segundo Silva et al. (2011),
comprova uma estreita base genética. Aspectos quimicos e fisicos diferentes neste primeiro
grupo sao previstos nos individuos: 13, 15 e 1 (grupo II); 5, 11 e 21 (grupo 11I); 34,39, 7,29 ¢
26 (grupo IV); 2 e 31 (grupo V); 10 (grupo VI) e 4 (grupo VII), pelo fato de terem constituidos

grupos distintos.

Tabela 2. Agrupamento formado pelo método de otimizagdo de Tocher com base na distancia
euclidiana média, com 15 caracteristicas em frutos de 40 individuos de Byrsonima cydoniifolia.

Grupos Individuos

I COC35 COC38 COC37 ARAII23 ARAII27 ARAII22 ARAII30
COC32 COC36 ARAI20 COC40 ARAII9 BGA6 ARAIL7
ARAI12 ARAII25 ARAI1I6 ARAII24 COC33 ARAI14 BGA3

ARAI18 BGA8 BGA9 ARAII28
II ARAI13 ARAIIS BGAL
I1I BGAS5 ARAII1 ARAII21
IV COC34 COC39 BGA7 ARAII29 ARAII26
\4 BGA2 COC31

VI BGA10
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VII BGA4

Os agrupamentos de individuos, através dos mecanismos de otimizagdo de Tocher,
garante parametros sempre menores para as distancias intragrupos do que intergrupos (CRUZ
et al., 2004). Resultados equivalentes a estes foi observados por Santos et al. (2020) avaliando
muricizeiros cultivados no norte de Mato Grosso e Gurgel et al. (2022) trabalhando com
gendtipos de muricizeiros na regido do litoral Cearense.

A correlagdo entre caracteres avaliados e apresentados no heatmap (Figura 4) mostra
que valores iguais a zero tem cores brancas, como os apresentados entre os caracteres: espessura
da semente e comprimento do futo, espessura da semente e comprimento da semente, largura
da semente e comprimento do fruto, largura da semente e comprimento da semente, entre
outros. J& para as cores que se aproxima do azul, indicam correlagdes negativas, como exemplo,
temos alguns caracteres que se correlacionaram com o grau °brix e, por fim, as cores vermelhas
que determinam valores positivos e altamente significativos, como exemplo: massa do fruto e
massa da polpa, espessura do fruto e massa do fruto, largura do fruto e espessura do fruto, entre

outros, e, portanto, proximas a unidade (Figura 4).



72

M_FRUTO
ESP_FRUTO
L FRUTO
V_FRUTO
M_CASCA
ESP_POLPA
C_SEMENTE
C_FRUTO
ESP_SEMENTE
L SEMENTE
VS
V_SEMENTE
M_SEMENTE
BRIX

Figura 4. Correlago entre os 15 caracteres biométricos de Byrsonima cydoniifolia. M_Fruto = Massa do Fruto;
Esp Fruto = Espessura do Fruto; L_Fruto = Largura do Fruto; V_Fruto = Volume do Fruto; M_Casca = Massa da
Casca; Esp Polpa = Espessura da Polpa; C_Semente = Comprimento da Semente; C_Fruto = Comprimento do
Fruto; Esp_Semente = Espessura da Semente; L_Semente = Largura da Semente; IVS = Indice de Volume das
Sementes; V_Semente = Volume da Semente; M_Semente = Massa da Semente e BRIX.

Resultados semelhantes a esta andlise, foram encontrados no estudo realizado por
Santos et al. (2020), efetuando correlagdes entre doze caracteristicas na espécie Byrsonima
crassifolia, no Norte de Mato Grosso. E valioso salientar, que o conhecimento das correlagdes
entre as caracteristicas de determinadas espécies pode auxiliar no processo de selecdo, pois este
permite selecionar caracteristicas de mensura¢des complexas, como também intervir na selecao
de uma caracteristica em relagao a outra (DIAS et al., 2021).

Entre os 15 caracteres analisados através das correlagdes lineares de pearson, essas
mostrou que, das 105 correlagdes obtidas, 93 foram significativas ao nivel de significancia de
5 ou 1%, que ¢ aproximadamente 89% das estimativas. Das 93 correlacdes significativas, 18
foram de baixa magnitude (19,3%), 43 foram moderadas (46,2%), 20 expressaram uma forte
relacdo (21,5%) e 12 mostrou-se muito forte (13%) (Figura 5). Essas informagdes se
assemelham ao estudo desenvolvido por Pena et al. (2022), trabalhando com modelagem mista

no estudo de divergéncia genética de hibridos elite de milho.
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Figura 5. Estimativas de correlagdes lineares simples entre 15 caracteristicas avaliados em individuos de
Byrsonima cydoniifolia. * e ** indicam significancia ao nivel de 5% e 1% de probabilidade, respectivamente. As
caixas com um “X” indicam sem correlagdo significativa (p < 0,05). No lado direito do correlograma, a legenda
de cores mostra os coeficientes de correlagdo e as cores correspondentes.

Dentre as caracteristicas avaliadas, 83% correlacionaram-se positivamente e 1%
negativamente ao nivel de significincia de 1%. Ao passo que, 5% correlacionaram de forma
tanto positiva quanto negativa ao nivel de significincia de 5% e apenas 11% das correlagdes,
ndo apresentaram significancia. Fortes correlagdes de magnitude positiva sdo observadas entre
caracteres relacionados a produtividade em murici. Como exemplo, as correlagdes entre MF e
MP (0,96), LF e EF (0,99), CF e CS (0,81); e outras que correlacionaram positivamente (Figura
5). Isso evidencia uma forte associacdo entre esses caracteres, permitindo assim, a obten¢do de
frutos com maior quantidade de massa. Esses resultados assemelham-se com Santos et al.
(2018), em estudos com a biométrica de frutos e sementes de murici na regido norte de Mato
Grosso, com a espécie Byrsonima crassifolia. Houve também correlagdes moderadas entre os
caracteres: EP e MC (0,36); CF e VF (0,49); MS e VF (0,49); dentre outros. Apenas a variavel
°brix exibiu correlagdes negativas e de baixa magnitude com LS (-0,14), ES (-0,10) e EP (-0,12)
(Figura 5). Essas oscilagdes entre caracteristicas sdo semelhantes a estudos desenvolvidos por
Neto e Paula (2017). Segundo Tabarelli et al. (2003), variacdes entre caracteristicas

correlacionadas, possivelmente podem estar ligadas a fatores ambientais, como quantidade de
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agua e nutrientes no solo.
Os componentes principais em sua andalise indicou os trés primeiros constituintes
(CP1, CP2 e CP3) demonstrando 83,83% da variagdo total, onde o primeiro componente

evidenciou 51,72% e o segundo com 71,09% da varia¢do acumulada (Tabela 3).

Tabela 3. Estimativas dos autovalores associados aos componentes principais, referente as 15
caracteristicas dos frutos de 40 individuos de Byrsonima cydoniifolia.

Componentes Principais Raiz Raiz (%) (%) Acumulada
CPA! 7.76 51.72 51.72
CPA? 2.90 19.37 71.09
CPA 1.91 12.74 83.83
CPA* 1.10 7.35 91.19
CPA> 0.49 3.30 94.48
CPA® 0.35 2.30 96.79
CPA’ 0.19 1.28 98.07
CPA? 0.12 0.81 98.88
CPA° 0.08 0.50 99.38
CPA!"? 0.04 0.29 99.66
CPA! 0.03 0.22 99.89
CPA!? 0.01 0.09 99.98
CPAB 0.01 0.02 99.99
CPA'4 0.00 0.01 99.99

CPAP 0.00 0.00 100

Esses valores sdo suficientes no estudo da divergéncia genética, pois sdo excedentes
ao limite de 80% (CRUZ et al., 2012). Essa andlise ¢ utilizada com o intuito de reter o madximo
de explicacdes nas variagdes totais contidas nos dados iniciais. Por isso, torna-se importante a
avalia¢do de cada caracteristica examinada sobre a variacao total, propiciando o despojo das
caracteristicas desnecessarias, por estarem associadas em outras caracteristicas pela sua
invariancia ou por ser uma combinacdo linear de outras caracteristicas (BARBOSA et al.,
2006).

Os valores encontrados nesta pesquisa foram similares ao encontrado por Silva et al.
(2013), ao avaliar a caracterizacdo quimica e fisica dos frutos de mangaba, observando um
acumulo de 83,25% da variagao total nos dois primeiros componentes principais. Santos et al.
(2020) estudando a divergéncia genética entre genoOtipos de muricizeiros na espécie B.
crassifolia, encontraram uma variacdo total de 87,51% nos trés primeiros componentes
principais. Entretanto, esses resultados podem ser usados em trabalhos com objetivos na sele¢ao
de gendtipos para a composicao de programas de pré-melhoramento, conservacao de espécies

e identificagdo de genodtipos divergentes na realizacdo de cruzamentos promissores.
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Baseado nos trés primeiros componentes principais a dispersao grafica (Figura 6),
utilizando o modelo tridimensional, permitiu a formagdo de sete grupos diferentes entre os
quarenta (40) individuos de muricizeiros. O primeiro grupo com vinte e cinco individuos
(ARAI20, ARAII22, ARAII30, ARAII28, COC32, ARAIIS, BGA3, ARAII23, COC37,
COC36, COC38, BGAS, ARAII27, ARAI14, ARAI17, ARAIl6, BGA6, COC33, ARAI19,
COC40, ARAII24, BGA9, ARAII25, COC35 e ARAI12), o segundo grupo com trés individuos
(BGAI, ARAIIS e ARAI13), o terceiro grupo também com trés individuos (ARAII21, BGAS
e ARAIIlI), o quarto grupo com cinco individuos (BGA7, ARAII26, ARAII29, COC34 e
COC39), o quinto grupo com dois individuos (BGA2 e COC31), o sexto grupo formado apenas
pelo individuo (BGA10) e o sétimo grupo também formado por um tnico individuo (BGA4).

Conforme analise dos mecanismos empregados, pode-se observar que tanto no método
de otimizagdo de tocher (Tabela 2), quanto na dispersao gréafica (Figura 6), os 40 individuos de
muricizeiros ficaram ordenados nos mesmos grupos, ja em comparagdo destes ao método
hierarquico de UPGMA (Figura 2), os individuos foram em partes harmoniosos quanto a
formacao dos grupos. Os individuos 4 e 10 permaneceram em grupos diferentes entre si e dos
demais na analise dos trés métodos, demonstrando a divergéncia fenotipica entre as plantas nas
populagdes em estudo. Resultados semelhantes a estes, foram encontrados por Santos et al.
(2020), estudando a divergéncia entre gendtipos de B. crassifolia. Bispo et al. (2020) analisando
a divergéncia genética com genotipos de Mauritia flexuosa através da morfometria de frutos e

sementes, encontraram resultados que se assemelham a estes.
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Figura 6. Dispersdo grafica de 40 individuos de Byrsonima cydoniifolia, em relagdo ao primeiro, segundo e
terceiro componente principal (C1, C2 e C3) de 15 caracteres avaliados em frutos e sementes.

A contribui¢do relativa para a expressao da divergéncia genética de acordo com o
método de Singh (1981), constatou que as caracteristicas mais importantes quanto a
discriminacao dos individuos foram: °brix (26,11%) como a caracteristica que mais contribuiu
para a diferenciacdo dos individuos estudados. Ja as caracteristicas comprimento do fruto
(19,45%), largura do fruto (12,53%), espessura do fruto (12,51%), indice de volume das
sementes (IVS) (12,73%) e comprimento da semente (7,87%), juntas somaram 65,09% da
contribuicdo total. Logo, as caracteristicas volume do fruto, espessura da polpa, massa do fruto,
largura da semente e espessura da semente contribuiram com valores proximos entre si para a
distingdo dos individuos. Por outro lado, as caracteristicas que menos contribuiram para a
divergéncia genética, com valores abaixo de 1%, foram: massa de semente, massa da casca,
massa da polpa e volume da semente (Tabela 4). Conforme Alves et al. (2003), a importancia em
avaliar os caracteres relativos reside no descarte das caracteristicas que pouco favoreceram para
distinguir genotipos avaliados, diminuindo assim, tempo e gastos excessivos na
experimentacdo. Esses valores sdo similares aos encontrados por Santos et al. (2020), estudando

a espécie B. crassifolia, no norte de Mato Grosso.
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Tabela 4. Estimativas das contribui¢des relativa de cada caracteristica (Sj) através da
divergéncia de individuos de Byrsonima cydoniifolia pelo método de Singh (1981).

Caracteres Sj Valor em (%)
Comprimento do Fruto 3080,99 19,45
Largura do Fruto 1985,79 12,53
Espessura do Fruto 1982,07 12,51
Volume do Fruto 255,35 1,61
Espessura da Polpa 163,64 1,03
Massa do Fruto 277,47 1,75
Massa da Casca 18,54 0,12
Massa da Semente 3,24 0,02
Massa da Polpa 149,59 0,94
Comprimento da Semente 1247,57 7,87
Largura da Semente 253,49 1,60
Espessura da Semente 266,98 1,68
Volume da Semente 4,34 0,03
IVS 2017,62 12,73
°Brix 4136,76 26,11

No melhoramento de plantas, a utilizacdo de técnicas e analises multivariadas pode
permitir em certas espécies, uma avaliacdo da importancia relativa de caracteres na
discriminacao de gendtipos, a construcao de indices favorecendo o agrupamento de genotipos,
como também, em individuos similares em dispersdes graficas bidimensionais ou
tridimensionais, na identificagdo de progenitores divergentes, no estabelecimento de relagdes
genéticas e geograficas e na avaliagdo da variacao total disponivel em grupos geneticamente

aparentados (CRUZ, 1990).

CONCLUSOES
Com base em caracteristicas morfoldgicas os mecanismos de agrupamentos apontaram

a existéncia da divergéncia genética nos individuos de muricizeiros estudados. Os individuos
BGAO4 ¢ BGA10 sao os mais promissores para programas de melhoramentos futuros,
conservagao genética da propria espécie, como também a inser¢ao nos bancos de germoplasma.

Os trés primeiros componentes principais foram suficientes para revelarem valores
satisfatorios para o estudo da divergéncia genética da espécie.

Grande parte dos caracteres correlacionaram-se positivamente, somente a variavel
°brix, permitiu uma correlagdo negativa com alguns caracteres.

A caracteristica °brix apresenta maior contribui¢do relativa para a divergéncia
fenotipica entre os individuos de murici.

Todas as analises mostraram que a espécie apresenta potencial para programas de

melhoramento.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

As populagdes de B. cydoniifolia apresentaram diversidade genética que pode ser
selecionada, coletada e propagada, tornando-se necessaria sua conservagao in situ ou ex situ
com a inten¢do de manter alelos encontrados e identificados, visto que a perda de individuos,
diminui a diversidade da espécie.

A caracterizacao morfologica do polen, pode amparar na classificagao da espécie e em
pesquisas de outras areas do conhecimento que necessitam de explicagdes morfologicas.

B. cydoniifolia apresentou divergéncia genética entre individuos de muricizeiros e
variagdo em grande parte das caracteristicas estudadas.

A pesquisa mostrou informagdes sobre a espécie, onde a mesma deve-se inserir nos
programas de ornamentacao, recuperacao de regides devastadas, implantacdo e manutencdo de

cultivos, como também em programas de pré-melhoramento genético.



