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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a diversidade genética de
acessos de Malphigia emarginata com a utilizacdo de marcadores moleculares
ISSR (Inter Simple Sequence Repeat), caracterizar o padrdo de
heterocromatina e analisar a viabilidade de gréos de pdlen. Foram utilizados 16
acessos para analise molecular com 25 primers ISSR, os quais produziram um
total de 1066 bandas entre 100 e 2080 pb. Obteve-se 100% de bandas
polimorficas entre os genoétipos avaliados. Os valores de dissimilaridade
genética (dg), calculados de acordo com o complemento do indice de Jaccard,
variaram de 0,358 a 0,766. Por meio da analise de agrupamento pelo método
das médias ndo ponderadas de grupos pareados UPGMA (Unweighted Pair
Group Method Arithmect Mean) foi possivel observar a formacgéo de 12 grupos
distintos. Os acessos ‘Aco 10’ e ‘Smy’ foram os mais dissimilares e ‘Rubra’ e
‘Okinawa’ os menos dissimilares. Os marcadores ISSR utilizados neste estudo
demonstraram eficiéncia na deteccao de polimorfismos moleculares, revelando
variabilidade genética entre 0os acessos. Para as analises citogenéticas foram
usados cinco acessos de Malpighia, por meio da coloracdo CMA/DAPI, e seis
acessos para a viabilidade polinica utilizando a coloracdo com carmim acético.
Foi observado 2n=30 cromossomos para a ‘Rubra’ e 2n=20 para os demais
acessos. A coloragdo com fluorocromos CMA/DAPI revelou regides
heterocrométicas CMA+, cujo nimero de blocos variou de quatro a seis. Foi
observado um potencial de viabilidade polinica alta nas cultivares ‘Cabocla’,
‘Costa Rica’ e ‘Flor Branca’ destacando-se a cultivar ‘Cabocla’ com maior valor
(95,9%), podendo ser recomendada como genoétipo doador de pdlen em
trabalhos de pesquisa com melhoramento genético. Por outro lado, as
cultivares ‘Rubra’ e ‘Okinawa’ mostraram baixa viabilidade polinica, com
valores médios de 20,6% e 5,5%, respectivamente. A cultivar ‘Sertaneja’
apresentou viabilidade considerada média, com valor de 78%. Houve também
uma correlagéo positiva entre a viabilidade polinica e o tamanho das sementes.

Palavras-chave: Cromossomo. Fluorocromo. Meiose. Germoplasma.



ABSTRACT

The present work aimed to evaluate the genetic diversity of Malphigia
emarginata accessions using ISSR molecular markers (Inter Simple Sequence
Repeat), to characterize the heterochromatin pattern and to analyze the viability
of pollen grains. It was used 16 accessions for molecular analysis with 25 ISSR
primers, which produced a total of 1066 bands between 100 and 2080 bp.
100% polymorphic bands were obtained among the evaluated genotypes. The
genetic dissimilarity values (dg), calculated according to the complement of the
Jaccard index, ranged from 0.358 to 0.766. By means of the grouping analysis
by the Unweighted Pair Group Method Arithmect Mean (UPGMA) method, it
was possible to observe the formation of 12 different groups. The accesses 'Aco
10" and 'Smy' were the most dissimilar and 'Rubra’ and 'Okinawa’ were the least
dissimilar. The ISSR markers used in this study demonstrated efficiency in the
detection of molecular polymorphisms, revealing genetic variability among the
accessions. Five accessions of Malpighia were used for cytogenetic analysis
using CMA / DAPI staining and six accessions for pollen viability using acetic
carmine. It was observed 2n = 30 chromosomes for the 'Rubra’ and 2n = 20 for
the other accessions. Coloration with CMA / DAPI fluorochromes revealed CMA
+ heterochromatic regions, whose block number ranged from four to six. A high
pollen viability potential was observed in the 'Cabocla’, 'Costa Rica' and 'Flor
Branca' cultivars, with the highest value (95.9%) being the 'Cabocla’ cultivar,
which may be recommended as a pollen donor genotype in research work with
genetic improvement. On the other hand, 'Rubra’ and 'Okinawa' cultivars
showed low pollen viability, with mean values of 20.6% and 5.5%, respectively.
The cultivar 'Sertaneja’ presented medium viability, with a value of 78%. There
was also a positive correlation between pollen viability and seed size.

Key-words: Chromosome. Fluorochrome. Meiosis. Germplasm.
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1. INTRODUCAO

A aceroleira (Malpighia emarginata Sessé & Mocifio ex DC) possui frutos
que se destacam pelo elevado teor de vitamina C, sendo também rica em
outros nutrientes. Do ponto de vista econdbmico, sua importancia esta na
comercializacdo de frutos in natura, producdo de sucos, geleias, sorvetes,
extracdo do 4cido ascorbico como matéria-prima para industria farmacéutica, e
na elaboracdo de muitos outros subprodutos que se destinam ao mercado
interno e externo (LIMA et al., 2003).

Os marcadores morfolégicos ainda sdo muito utilizados para caracterizar
gendtipos de varias espécies, embora estejam sendo substituidos pelos
marcadores moleculares, devido a sua capacidade de acessar diretamente o
genoma sem influéncia do efeito do ambiente, além de serem eficientes na
identificacdo de gendtipos, quantificacdo da variabilidade genética e estudos de
diversidade. Portanto, tém sido utilizados frequentemente nos estudos de
varias espécies (GOMES FILHO et al. 2010; DANTAS et al. 2012), dentre elas
aquelas pertencentes ao género Malpighia (MACHADO et al. 2012).

Além do uso de marcadores moleculares, a analise citogenética nas
células que se encontram em mitose e meiose possibilitam identificar o nUmero
de cromossomos, as diferentes formas estruturais entre os cariétipos, entre
outras informacdes importantes, como alteraces cromossOmicas, taxa de
fertilidade, problemas no reconhecimento dos homélogos, e identificacdo de
anormalidades que dificultam a formacdo ou funcdo do grdo de podlen
(NOLASCO 2011). Tais caracteristicas podem indicar os parentais favoraveis a
futuras hibridacoes.

No presente estudo foram analisados a segregacdo meidtica e a
viabilidade polinica dos acessos mais promissores de aceroleira, bem como as
respectivas composi¢cdes gendmicas mediante a coloracdo com cromomicina
Az (CMA3) e 4’-6’-diamidino-2-fenilindol (DAPI), além do uso de marcadores
moleculares do tipo ISSR (Inter Simple Sequence Repeat), com o objetivo de
acessar e compreender a variabilidade genética existente.

Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi realizar a caracterizagcéao
citogenética e molecular de acessos da colecéo de aceroleira (M. emarginata)

do BAG da Embrapa Semiarido como instrumento para a valorizagdo do
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germoplasma, e gerar informacdes Uteis que possibilitem o seu uso em

programa de melhoramento genético.

2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1. Aspectos morfologicos, distribuicdo e recursos genéticos do
género Malpighia

A aceroleira (M. emarginata) € uma planta da familia Malpighiaceae,
originaria da América Central. Essa classificacdo botéanica foi estabelecida em
1986 (INTERNATON BOARD OF PLANT GENETIC RESOURCES, 1986). No
entanto, ela também é conhecida como Malpighia glabra L. e M. punicifolia L.,
mas de acordo com o Herbario de Linnaeus esses nomes sdo dados para a
mesma espécie.

A maioria das espécies do género Malpighia € diploide, com 2n = 2x =
20, enquanto que algumas sao tetraploides, com 2n = 4x = 40 (LOMBELLO &
FORNI-MARTINES 2003). Mondim et al. (2010) caracterizando
cariotipicamente a M. emarginata confirmou ser uma espécie diploide.
Naturalmente, sua propagacao ocorre por via sexuada; € uma planta aldgama
com alta taxa de autogamia, pois possui caracteristicas que sdo comuns em
espécies autdégamas, tais como: flores hermafroditas, amadurecimento
simultdneo do androceu e gineceu, auséncia de barreiras fisicas que impegcam
ou dificultem o recebimento do poélen no estigma da mesma flor. Estudos
realizados por Bosco et al. (1995) e Lopes et al. (2002) ao estimarem o0s
sistemas de cruzamento desta espécie concluiram que a mesma é
predominantemente alégama por apresentarem alta taxa de polinizacao
cruzada, com variacdo entre familias. Ritzinger & Ritzinger (2011) reforcaram
essa teoria ao definir que os graos de polén da aceroleira sdo amarelos,
pegajosos e ndo disseminaveis pelo vento, sendo a polinizacdo dependente de
insetos polinizadores.

O método de propagacdo € fundamental para que se obtenha plantios
uniformes de aceroleira (GOMES et al., 2000). Segundo Lopes & Paiva (2002)
o cultivo da aceroleira expandiu-se rapidamente pelo Brasil entre os anos 80 e

90, predominando a propagacao via sementes, 0 que resultou em grande
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variabilidade genética dos pomares. Porém, essa forma de propagacao
proporciona grande desuniformidade entre plantas, trazendo reflexos negativos
em termos de qualidade e produtividade (RITZINGER & RITZINGER, 2011).
Atualmente, os plantios em grandes escalas para essa modalidade de
propagacdo sO deve ser adotada se as sementes provierem de frutos colhidos
em areas formadas com plantas uniformes, portadoras das melhores
caracteristicas produtivas e comerciais, pois desse modo se reduz o risco da
geracdo de matrizes geneticamente indesejaveis ao ponto de vista agrondmico
(GONZAGA NETO, 1999).

Recentemente, tém-se constatado no Brasil, consideravel expansdo da
area cultivada com acerola, principalmente, por suas qualidades nutricionais;
cujos frutos se destacam pelo elevado teor de vitamina C, sendo também rica
em outros nutrientes como carotendides, tiamina, riboflavina e niacina (ASSIS
et al., 2001), além da facilidade de cultivo e 6tima adaptacao edafoclimética a
diferentes regides. Plantios comerciais sdo existentes em varios estados do
Brasil, mas foi no Nordeste brasileiro onde a aceroleira melhor se adaptou.
Para Junqueira et al. (2002) & Konrad (2002) o Submédio Sao Francisco é uma
regido de grande destaque para a cultura, por se desenvolver bem em cultivos
irrigados nas regides semiaridas. Uma das grandes vantagens do cultivo dessa
espécie é o elevado numero de safras por ano, geralmente sdo quatro,
podendo chegar a sete safras, em cultivos irrigados. Na regido do Submédio
Séao Francisco, por exemplo, em pomares irrigados é possivel ter producdo o
ano inteiro (JUNQUEIRA et al., 1996).

Por outro lado, uma das ameacas ao cultivo da acerola é a sua
susceptibilidade ao ataque de nematoides. Nos Ultimos anos, as lavouras vém
apresentando um decréscimo nas produ¢des em razdo da ocorréncia desse
patégeno (CASTRO et al.,, 2009). Plantas atacadas exibem amarelecimento,
reducdo do tamanho das folhas e nanismo, podendo resultar em declinio e
morte das mesmas (CASTELLANO et al., 2011). Os problemas com
fitonematoides em éareas de producédo de acerolas foram constatados pela
primeira vez em 1989, quando foram verificados o parasitismo de Meloidogyne
incognita, M. javanica e M. arenaria (FERRAZ et al., 1989; FRANCO; PONTE,
1989; HOLANDA et al., 1997; SOUZA et al.,, 2006; BUENO et al., 2007;
ARIEIRA et al., 2010).
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Apbés a constatacdo da grande incidéncia do patdgeno, estudos
buscando a resisténcia de genotipos de aceroleira a estas espécies tém sido
desenvolvidos, entretanto com pouco sucesso (CAVICHIOLI et al., 2014). Nos
altimos anos o ataque desse parasita em pomares comerciais vem reduzindo
drasticamente a producdo da aceroleira no pais, o que representa um dos
principais problemas que afetam o aumento da comercializacdo da fruta.
Diversos programas de melhoramento genético de aceroleira existentes no
Brasil ttm somado esforgos para tentar minimizar os danos causados pelos
fitonematoides.

Os primeiros trabalhos de melhoramento genético em aceroleira,
visando ao aumento da produtividade e a adequacédo das plantas e dos frutos
ao cultivo comercial, tiveram inicio na década de 50 do século passado, em
Porto Rico e nos Estados Unidos da América, especificamente na Florida e no
Havai (AROSTEGUI et al., 1955; JACKSON e PENNOCK, 1958; NAKASONE
et al., 1968). No Brasil, os trabalhos pioneiros de melhoramento desta espécie
datam do ano de 1970, mas foi no inicio dos anos 1990, que os programas de
melhoramento se multiplicaram pelo pais, sendo realizados em diversas
instituicdes, como: Universidade Federal Rural de Pernambuco — UFRPE, que
possui atualmente 42 acessos, 0s quais foram coletados em diferentes regifes
produtoras do Brasil e no exterior (MORAIS FILHO, 2010). Embrapa Semiarido
que conta com cerca de 60 acessos entre 0s quais, estdo reunidos
praticamente todos os clones comerciais cultivados no Brasil, além de acessos
coletados nas principais regides produtoras de acerola do Nordeste (SOUZA et
al.,, 2013). Assim como o BAG de aceroleira da Embrapa Mandioca e
Fruticultura localizada em Cruz das Almas — BA, que teve inicio em 1992 e
conta com 156 acessos, provenientes de coletas e intercambio de
germoplasma. (RITZINGER, 2011).

De acordo com Salla (2002), a falta de variedades definidas de acerola gera
desuniformidade na producdo anual por planta, causando perdas na
produtividade e qualidade dos frutos, evidenciando a necessidade de se
preservar a variabilidade genética da aceroleira disponivel, por meio de
implantacdo de bancos ativos de germoplasma, para que essa variabilidade
seja explorada em programas de melhoramento genético.

O programa de melhoramento genético da Embrapa Semiarido iniciou-se

em 1992, com a introducéo de 43 acessos a partir de coletas realizadas em
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plantios comerciais dos Estados de Pernambuco, Ceara, Bahia e Rio Grande
do Norte (GONZAGA NETO, 1999). A partir de 2012, as atividades com
recursos genéticos e melhoramento de aceroleira foram retomadas na
Embrapa Semiarido. Com a crescente demanda pela fruta tanto no mercado
interno como no externo, é necessario o aumento do plantio, assim como a
conducdo de um cultivo sustentavel com boas caracteristicas agronémicas

para 0 consumo in natura e para procedimentos com bases comerciais.

Assim, inimeras cultivares como Flor Branca, Okinawa e BRS Sertaneja
tém sido indicadas para o plantio no Submédio do Sao Francisco, nos estados
da Bahia, Minas Gerais, Pernambuco e Sergipe. A BRS Sertaneja foi lancada
pela Embrapa Semiarido em 1998, sendo gerada através da selecdo de
acessos superiores para regides irrigadas do Nordeste. Em 2002 e 2004, as
cultivares Cabocla e Rubra foram lancadas pela Embrapa Mandioca e
Fruticultura Tropical (RITZINGER; RITZINGER, 2011).

2.2. Caracterizacdo molecular

Os descritores morfologicos exercem papel fundamental tanto na
caracterizacdo de germoplasma vegetal como na divulgacdo das
caracteristicas agronémicas de novos materiais genéticos, podendo influenciar
decisivamente na escolha de cultivares por parte de agricultores e outros
interessados (SMITH & SMITH, 1992; PECCHIONI et al., 1996). Contudo,
alguns pontos restringem a caracterizacdo de gendtipos ou estudo de
variabilidade por meio desses descritores, principalmente devido a necessidade
de um maior tempo de avaliacdo, resultando em aumento dos custos, além de
serem dependentes da influéncia do ambiente, podendo ainda variar de acordo
com a percepcéao dos avaliadores (FRANZON et al., 2010).

Segundo Cavalcante (2015) a caracterizacdo pode ser morfoldgica,
fenotipica, reprodutiva, bioquimica, citogenética ou molecular. Nos ultimos
anos, houve um aumento na utilizacdo de marcadores moleculares no mundo,
principalmente, por ser um método seguro, uma vez que nao é afetado pelo
ambiente e permite descrever as diferencas entre 0s acessos, reunindo

informagdes Uteis ao melhoramento genético, além de servir como
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complementacdo a técnicas morfoldgicas, bioquimicas e citolégicas (WEISING
et al., 2005). Os marcadores moleculares sdo uma ferramenta rapida e eficaz
para estudos gendmicos, uma vez que detectam o polimorfismo diretamente ao
nivel do DNA sem influéncia ambiental (SOUZA, 2001). Estudos de divergéncia
genética fornecem parémetros para identificagdo de genitores favoraveis a
obtencdo de populacbes segregantes, em programas de hibridacao,
favorecendo a selecdo de genotipos superiores e, como consequéncia, a
obtencao de populagdes geneticamente melhoradas.

Dentre as diversas técnicas moleculares, os marcadores ISSR (Inter
Simple Sequence Repeats) tém sido bastante utilizados para identificar o
polimorfismo em varias culturas, por apresentarem uma rapida distincdo entre
individuos aparentados, devido ao elevado grau de reprodutibilidade e
polimorfismo, permitindo a identificacdo de variabilidades intra e
interespecificas (DANTAS et al., 2012). Em aceroleira poucos trabalhos foram
realizados com o uso desse tipo de marcador. Os ISSR sédo fragmentos de
DNA de 100 a 3.000 pb onde o procedimento de obtencdo é um método
baseado em microssatélite (ZIETKIEWICZ et al., 1994). O primer, composto
por uma sequéncia do microssatélite usualmente de 16-25bp de comprimento,
€ utilizado para amplificar principalmente as sequéncias de diferentes
tamanhos (FALEIRO, 2007).

Uma das técnicas de amplificacfes mais utilizada é a PCR (Polymerase
Chain Reaction) que, de acordo com Barros et al. (2008), baseia-se nos
principios da replicacdo do DNA fita dupla e na sintese enzimatica in vitro de
um segmento especifico de DNA na presenca da enzima DNA polimerase e de
primers especificos ou ndo. Tais primers delimitam a sequéncia de DNA de fita
dupla a ser amplificado, cujos resultados sdo milhGes de coOpias idénticas
(MULLIS & FALOONA, 1987; WHITE et al., 1989). Estes primers podem estar
desancorados ou usualmente ancorados na extremidade 5 ou 3’ por 1 a 4
bases degeneradas. Os alelos polimorficos ocorrem sempre que em um
genoma esteja faltando a sequéncia repetida ou tém uma delecdo ou uma
insercdo que modifica a distancia entre as repeticdes (GOULAO & OLIVEIRA,
2001). O método fornece resultados altamente reprodutiveis e gera abundante
polimorfismo em muitos sistemas. Para que essas amplificacdes apresentem-
se de forma nitida ap0s a PCR é necessario que o DNA esteja integro
(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).
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2.3. Caracterizacdo citogenética

A citogenética tem sido utilizada em bancos de germoplasma para
caracterizar o material genético das células, em especial nimero e morfologia
de cromossomos, durante a fase reprodutiva especifica de células de tecidos
em crescimento, que sejam favoraveis a visualizacdo, em geral apices
radiculares (GUERRA, 1988; PEREIRA, 2010). Essas anélises tém um papel
importante em programas de melhoramento genético de plantas, pois, através
dos estudos citogenéticos é possivel determinar o nUmero cromossdémico, nivel
de ploidia, comportamento cromossémico na meiose e na mitose, fertilidade do
grao de pdlen, auxiliando na identificacdo de materiais que possam ser
utilizados em cruzamentos dirigidos (SYBENGA, 1993; 1998). Dentre os
métodos citogenéticos utilizados, a analise cariotipica em células mitéticas e/ou
meidticas, associadas a observacdo de caracteres fenotipicos e distribuicdo
geografica, pode contribuir para taxonomia e para o melhoramento genético
(SILVA, 2007).

A meiose é um tipo de divisdo reducional onde uma célula diploide (2n)
da origem a quatro células haploides (n). Em organismos de reproducao
sexuada, esse tipo de divisdo €é responsavel por elevar a variabilidade genética.
De acordo com Vargas et al. (2004) o estudo da estabilidade meidtica e a
andlise da viabilidade do grdo de pdlen permitem indicar o potencial dos
acessos em possiveis cruzamentos, fornecendo informacdes importantes para
uso futuro em programas de melhoramento. Nesse caso, para que seja
possivel a selecdo de materiais genéticos e fazer inferéncias sobre a eficiéncia
dos cruzamentos, é necessaria a realizacdo de correlagcbes com anormalidades
meioticas.

Biondo & Battistin (2001) relataram que o estudo da viabilidade polinica
€ uma das técnicas que mais contribuem para o melhoramento genético, pois é
possivel verificar a potencialidade do gameta masculino na eficiéncia da
fecundacdo e sua posterior fertilizacdo. Na citogenética, é utilizada no
monitoramento de pdlen em armazenamento, garantindo a fertilidade, e com
isso, a selecdo de acessos mais estaveis em cruzamentos que poderdo gerar
novas cultivares de importancia econdmica (SOUZA et al., 2002; ROSA et al.,
2006).
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A eficacia desses cruzamentos depende diretamente da viabilidade dos
gréos de polen e receptividade estigmética (LIMA et al., 2016; SOARES et al.,
2016). Essa técnica permite também analisar o potencial de reproducdo de
uma espécie, cultivar ou populagdo. Desse modo, o sucesso da fertilizacdo
esta altamente relacionado com a viabilidade polinica, pois quanto maior for a
viabilidade maior sera a probabilidade da fecundacdo (MARTINS et al., 2012).
Conforme Horner & Palmer (1995) o surgimento de gréos de pdélen anormais,
ou inviaveis, pode ser resultado de aberracdes estruturais e numéricas, que
decorrem de anormalidades que podem ocorrer durante a pré-meiose, meiose
e poés-meiose. De acordo com Ritzinger & Ritzinger (2011) a viabilidade do
polen de aceroleira pode variar de 10% a 90%, a depender do gendtipo. Para
essa cultura poucos estudos nessa area relataram a existéncia de algumas
cultivares com diferentes valores de viabilidade polinica. SIQUEIRA et al.
(2011) comparando os percentuais de viabilidade dos grdos de pdlen de trés
cultivares de aceroleira (Sertaneja, Flor Branca e Okinawa), obtiveram valores
de 83%, 92% e 14,8%, respectivamente, indicando a existéncia de uma
possivel instabilidade genotipica na cultura.

ApoOs determinar 0 momento da maturidade do grédo de podlen, sua
viabilidade pode ser estimada através de métodos colorimétricos ou
germinativos (DAFNI, 1992; KEARNS & INOUYE 1993; MULUGETA et al,,
1994; SOUZA et al., 2002). O carmim acético, € um corante utilizado como
indicativo de viabilidade polinica (MULUGETA et al., 1994; DOMINGUES et al.,
1999; RIGAMOTO & TYAGI 2002), e, para Baez et al. (2002), esse teste
colorimétrico reflete a integridade de estruturas celulares, como ndcleo e
membrana plasmatica.

Algumas técnicas de bandeamento cromossémico vém sendo utilizadas,
dentre elas esta coloracdo por meio de fluorocromos que informa a constituicéo
da heterocromatina detalhando o padréo de distribuicdo das bases pelo uso de
fluorocromo cromomicina A3 (CMA), que se liga as regides ricas em CG
emitindo florescéncia amarela brilhante, e o 4’-6-diamidino-2-fenilindol (DAPI),
gue produz florescéncia azul brilhante em regibes cromossdmicas ricas em AT
(BAGULEY, 1982; GUERRA, 2000). A coloracdo simultdnea com CMA/DAPI
tem permitido caracterizar regides heterocromaticas em diversos genoétipos de
plantas (GUERRA, 1993; GUERRA 2000; FEITOZA et al., 2010; SOUZA et al.,

2012). A heterocromatina é considerada um dos fatores mais importantes no
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processo de evolugcdo (EDELMAN & LIN, 1995), uma vez que pode interferir
muitos outros mecanismos, como a replicacdo do DNA, cromossdmica

estrutura, expresséo génica e ciclo celular (REDI et al., 2001, STACE, 2000).

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral:

Promover a caracterizagdo citogenética e molecular da colecdo de
acessos de aceroleira (Malpighia emarginata) da Embrapa Semiarido como
instrumento para a valoracdo do germoplasma, e gerar informacdes sobre os
acessos para possibilitar o seu uso em programa de melhoramento genético.

3.2. Objetivos especificos:

Realizar a caracterizacao citogenética nos diferentes acessos de aceroleira
por meio da coloracédo por CMA/DAPI
Caracterizar e analisar a diversidade genética usando marcadores

moleculares ISSR.

4. MATERIAL E METODOS

Material vegetal

O material estudado no presente trabalho foi proveniente do Banco Ativo
de Germoplasma de Aceroleira (M. emarginata) da Embrapa Semiarido,

localizado na Estacéo Experimental de Bebedouro, em Petrolina-PE.

Caracterizacdao molecular

Avaliou-se, por meio do uso de marcadores microssatélites ISSR (inter
simple sequence repeat), a variabilidade molecular de 16 acessos de Malpighia
emarginata (Tabela 1) oriundos do Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa
Semiéarido. As Folhas jovens presentes em diferentes ramos foram coletadas
no periodo da manhad no campo experimental de Bebedouro pertencente a
Embrapa Semiarido, acondicionadas em sacos plasticos devidamente
identificados e levadas ao Laboratorio de Biotecnologia Vegetal onde foram
armazenadas em freezer -80 °C até a etapa de extracdo de DNA.
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Tabela 1 — Identificacdo e nhome comum de 16 acessos de Malpighia para a
avaliacdo da diversidade genética utilizando marcadores ISSR.

Sigla Acessos
A10 ACO 10
Al18 ACO 18
A3l ACO 31
A34 ACO 34
CM CAMTA
CP COOPAMA

IP IAPAR 01
LG LIGIA

NR NRUSA

SY SMMY

CB CABOCLA
CR COSTARICA
ST SERTANEJA
FB FLOR BRANCA
RB RUBRA
OK OKINAWA

Extracdo de DNA

Para extracdo do DNA, foi utilizado o protocolo descrito por Doyle &
Doyle (1990) com algumas modificacdes. Para cada acesso, o DNA foi extraido
utilizando 2 g de folhas jovens. O material foi macerado em nitrogénio liquido e
transferido para ependorff de 2mL contendo 700 pL de tamp&o de extracéo
CTAB 2% e B-Mercaptaenol. As amostras foram levadas a banho maria a
60 °C durante 45 min com leves inverses a cada 15 min. Apds o resfriamento
das amostras em temperatura ambiente por aproximadamente 5 min, foram
adicionados 950 pL de cloroférmio-alcool isoamilico na proporcao de 24:1 com
leves inversdes, sendo em seguida realizada uma centrifugacao a 12.000 rpm
durante 10 min. Em capela de exaustao foi transferido 700 uL do sobrenadante
para outro ependorff de 1,5 mL e adicionado 470 uyL de cloroférmio-alcool
isopropilico. Aproximadamente 360 pL do sobrenadante foi retirado, sendo
adicionado a esse volume 240 uL de alcool isopropilico gelado para a
precipitacdo dos acidos nucléicos. Em seguida, os microtubos foram colocados
em gelo por 20 min e, posteriormente, centrifugados a 12.000 rpm durante 10
min. ApOs esse procedimento, o sobrenadante foi descartado, observando se

houve a formagao de pellet. O DNA foi lavado com 500 pL de etanol 70%. O
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precipitado foi seco em temperatura ambiente de um dia para o outro e
ressuspendido em 15 pL de TE (Tris base e EDTA). Apds 1 hora, adicionou-se
5 pL de RNAse (10 mg/ml), mantendo a temperatura de 37 °C em estufa
durante 1 hora.

A quantificacdo do DNA gendmico foi realizada por meio do comparativo
da intensidade visual das bandas com o DNA de fago A (100, 50 e 25 ng pL-1)
por eletroforese em gel de agarose a 2% (p/v) corado com brometo de etidio
submetidos a voltagem constante de 100 V por 1 h (Figura 1). A visualizacdo
foi realizada por meio de luz ultravioleta e registrada em fotodocumentador
modelo LPix Image (Loccus Biotecnologia). Em seguida a concentracdo das

amostras foram ajustadas para 25ng pL-1.

Anélises de amplificacdo por PCR

As reacbes de amplificacdo por PCR (Reacdo em Cadeia da
Polimerase) foram realizadas em termociclador Gene Amp 9600 (Applied
Biosystems), onde cada amostra apresentou um volume final de 12 pl
contendo: 1 uL de DNA gendmico numa concentracao de 25ng/L; 1,88 pL de
primer (4%); 2,5 pL de solugcdo tampéao (5X); 1,0 uL de DNTp’S (2,5 mM de
cada um dos desoxiribonucleotideos dATP, dCTP, dGTP e dTTP); 0,1 pL de
TagPolimerase (5U); 1,0 uL de MgCI2 (25mM) e 4,52 pyL de agua Ultrapura
para completar o volume final.

A programacao do termociclador consistiu de 94 °C por 3 minutos,
seguido de 39 ciclos de 94 °C por 45s, 50 °C por 1 minuto, 72 °C por 1 minuto.
Para finalizar, foi realizada uma extensédo a 72 °C por 7 minutos, deixando os
produtos das reacdes a 4 °C. Os fragmentos foram separados em gel de
agarose a 2% (p/v) submetidos a voltagem constante de 100 V por 3 h, e
corados com brometo de etidio. A visualizacdo dos amplicons foi realizada sob
luz ultravioleta. O tamanho dos fragmentos foi determinado com marcador
Labbda de peso molecular 1 kb (Norgen). Foi realizado um teste preliminar com
100 iniciadores ISSR em um dos acessos, sendo escolhidos 25 iniciadores
para aplicacdo nos demais acessos em funcéo da sua nitidez, quantidade e

polimorfismos das bandas geradas (Tabela 2).
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Tabela 2 — Lista de primers ISSR e sua sequéncia (5'-3 ") utilizados para
analise da diversidade genética em acessos de Malpighia emarginata do Banco
Ativo de Germoplasma da Embrapa Semiarido.

Primer Sequéncia (5'-3")*
1-DIGA3’C GAGAGAGAGAGAGAGAC
2-DiGT5CR CRGTYGTGTGTGTGTGTGT
3-DiGT5’CY CYGTGTGTGTGTGTGTGT
4-TriCAG3'YC CACCACCACCACCACYC
5-TriCAC5'CR CRCACCACCACCACCAC
6-TriCAC5'CY CYCACCACCACCACCAC
7-TriCAG CAGCAGCAGCAGCAG
8-TriCAG3'RC CAGCAGCAGCAGCAGRC
9-TriCAG3'YC CAGCAGCAGCAGCAGYC
10-TriGTG3'RC GTGGTGGTGGTGGTGRC
11-TriTGT TGTTGTTGTTGTTGT
12-TriAAC3'RC AACAACAACAACAACRC
13-TriACA3’'RC ACAACAACAACAACARC
14-TriACT3'RC ACTACTACTACTACTRC
15-TriACG3'RC ACGACGACGACGACGRC
16-TriTCG3'RC TCGTCGTCGTCGTCGRC
17-DiGA5'CR CRGAGAGAGAGAGAGAGA
18-TriAGT3'RC AGTAGTAGTAGTAGTRC
19-TriGTA3'RC GTAGTAGTAGTAGTARC
20-TriGCA3'RC GCAGCAGCAGCAGCARC
21-DiCA CACACACACACACACA
22-DiCA3'RG CACACACACACACACARG
23-DICA3YG CACACACACACACACAYG
24-DiCA5'CY CYCACACACACACACACA
25-DICA5'G GCACACACACACACACA

Andlise dos dados

Os marcadores ISSR foram convertidos em dados binarios, onde foi
atribuido 1 para presenca e 0 para auséncia de bandas. Os marcadores que se
mostraram polimorficos foram submetidos a analise de diversidade genética,
utilizando o método de agrupamento UPGMA (Unweighted Pair Group Method
with Arithmetic Mean) e coeficiente de Jaccard. O ajuste entre a matriz de
distancias e o dendrograma foi realizado por meio de correlacdo cofenética
(CCC) utilizando o software Genes (CRUZ, 2013). Para obtencdo do
dendrograma com a divergéncia dos acessos foi utilizado o programa NTSYS-
pc (Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System), versdo 2.02. O

ponto de corte para o dendrograma obtido foi estabelecido pelo método
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proposto por Mojema (1977), cuja féormula é descrita como ponto de corte = m

+ kdp. Onde k € uma constante = 1,25 e DP refere-se ao desvio padréo.

Citogenética Vegetal
Local de conducdo e Material vegetal

As andlises foram realizadas no Laboratorio de Biotecnologia Vegetal da
Embrapa Semiarido, Petrolina-PE. Foram utilizados os acessos de aceroleiras
das cultivares Cabocla, Costa Rica, Flor Branca, Okinawa, Rubra e BRS
Sertaneja provenientes do Banco Ativo de Germoplasma de Aceroleira da
Embrapa Semiarido. Para as analises citogenéticas, botdes florais foram
coletados em plantas cultivadas na estacdo experimental da Embrapa
Semiarido, localizada no distrito de irrigacdo de Bebedouro, em Petrolina, PE,
nas coordenadas 09°7'59,33” S e 40°17°57,02” O; 9°8°0,76” S e 40°17’57,63”
O; 09°7°58,67” S e 40°17°'58” O; e 09°8'0,02” S e 40°17'59,46”, enquanto as
raizes foram coletadas em plantas cultivadas em vasos em casa de vegetacao.
As imagens dos graos de pdlen e das células meiéticas foram capturadas com
o auxilio de uma camera digital DinoEye e do software Dinocapture 2.0. J4 as
laminas com fluorocromos foram analisadas em microscopio de

epifluorescéncia Leica DMLB.

Viabilidade polinica

Para estimar a viabilidade polinica, foram coletados 20 bot&es florais em
pré-antese de cada variedade entre 8 h e 10 h da manha e fixados diretamente
em solucdo Carnoy (etanol: &cido acético, 3:1) por 24 h a temperatura
ambiente e estocados a -20 °C. Para preparacdo das laminas, os botdes florais
foram lavados duas vezes em agua destilada por 5 min e hidrolisados em HCI
5N por 10-20 min. Em seguida, as anteras foram maceradas separadamente
na lamina contendo acido acético 45%, as quais foram congeladas em
nitrogénio liquido, secas ao ar, coradas com carmim acético a 2% (GUERRA &
SOUZA, 2002). Foram preparadas pelo menos cinco laminas por acesso para
observacdo em microscopio Optico em ambos os trabalhos. O percentual de
viabilidade polinica e as medi¢cdes do diametro equatorial foram realizados em

540 gréos de podlen por cultivar. Além da contagem dos graos de pélen e do



24

calculo da porcentagem de viabilidade, frutos foram despolpados e lavados
manualmente, com auxilio de uma peneira em agua corrente, os endocarpos
foram submetidos a cortes transversais na extremidade oposta a regido de
emissao da radicula para visualizar a presenca ou auséncia de sementes
(Costa et al., 2003). Foram feitas as medi¢Oes do diametro equatorial, tamanho

do endocarpo e das sementes de cada cultivar.

Anélise meibtica

Para a analise meiotica, botbes florais jovens foram coletados, fixados
diretamente em solucdo Carnoy (etanol: acido acético, 3:1) por 24 h a
temperatura ambiente e estocados a -20 °C. Para preparagéo das laminas, os
botdes florais foram lavados duas vezes em agua destilada por 5 min e
hidrolisados em HCI 5N por 10-20 min. Em seguida, as anteras foram
maceradas separadamente na lamina contendo &cido acético 45%, as quais
foram congeladas em nitrogénio liquido, secas ao ar, coradas com Giemsa 2%
e montadas com Entellan (GUERRA 1983).

Mitose com uso de fluorocromos

O meristema apical caulinar das raizes foi coletado pela manha e pré-
tratado com 8-hidroxiquinoleina 0,002 M por 20-24 horas a aproximadamente
6-8°C, e posteriormente fixadas em solucdo Carnoy 3:1 (etanol: acido acético
glacial, v/v), sendo o fixador preparado e homogeneizado minutos antes do
uso. Apos a fixacdo, as raizes foram mantidas por 2-24 horas a temperatura
ambiente, em seguida, estocadas no freezer em -20 °C para utilizacdo nas
analises conforme o protocolo escrito por Guerra e Souza (2002) com algumas
modificacdes. As raizes foram digeridas em solucédo enziméatica (2% celulase -
20% pectinase) por 2 h a 37 °C em estufa, esmagadas em uma gota de acido
acético 45% e cobertas por uma laminula 22x22 mm, que posteriormente foi
retirada apos congelamento em nitrogénio liquido.

Para selecdo das melhores laminas, foi feita uma coloragdo com DAPI-
glicerol (1 pg mL-1) e analise em microscopio de epifluorescéncia

Posteriormente as laminas selecionadas foram descoradas em Carnoy 3:1
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durante 30 minutos, sendo em seguida desidratadas em alcool 70% e alcool
90% durante um minuto cada. As laminas foram secas ao ar e envelhecidas
por trés dias, e quando necessario, antes do envelhecimento foram
armazenadas no freezer.

Posteriormente as laminas foram coradas com CMA (cromomicina 0,5
mg mL-1) por 1 h, contra coradas com DAPI (2 uyg mL-1) por 30 min, montadas
em meio de montagem Macllvaine e guardadas por mais trés dias no escuro a
temperatura ambiente (GUERRA & SOUZA, 2002). As melhores células foram
capturadas em microscopio de epifluorescéncia Leica DMLB, utilizando uma
camera digital FX350 por meio do Software Leica QFISH. Para a identificacdo
do numero de cromossomos e bandeamento, 3-10 metafases foram
examinadas por acesso, utilizando as melhores células para a contagem de

Cromossomeos.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacdo molecular

Inicialmente, foram utilizadas amostras de DNA de um acesso com o0
objetivo de selecionar os primers mais informativos. De 100 primers testados,
25 forneceram produtos nitidos de amplificacdo e boa repetibilidade (Figura 2).
Foi observado um nivel de polimorfismo elevado, uma vez que, nos
marcadores selecionados amplificaram 1066 bandas com tamanhos variando
entre 250 e 2500 pb (Tabela 3). O nimero total de bandas variou de 5 a 86,
com uma média de 42,64 bandas por iniciador (Tabela 2), obtendo-se 100% de
polimorfismo entre os acessos avaliados.

Alguns estudos tém demonstrado a variabilidade genética entre acessos
no género Malpighia. Salla et al. (2002), analisando 24 acessos de aceroleiras
provenientes do banco ativo de germoplasma da Universidade Estadual de
Londrina, detectaram alto polimorfismo entre os acessos. Os resultados
mostraram que apesar de a aceroleira possuir base genética estreita, a
variabilidade genética existente é relativamente alta.

Oliveira et al. (2009), por exemplo, avaliando divergéncia genética entre
48 acessos de uma populagéo de aceroleiras, oriundos do centro de producgdes

de mudas da Coordenadoria de Assisténcia Técnica Integral, localizado em
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Sdo Bento do Sapucai — SP, por meio de marcadores moleculares RAPD
(Random amplified Polymorphic DNA) obtiveram 85,5% de bandas
polimorficas. Da mesma forma, Moraes Filho (2010), testando 42 acessos do
BAG de aceroleira da Universidade Federal Rural de Pernambuco, que foram
coletados de diferentes regides do Brasil e do exterior, usou 15 marcadores do
tipo RAPD detectaram 91,2% de polimorfismo nas bandas geradas. Lima et al.
(2015) testando 20 oligonucleotideos ISSR em 56 clones de aceroleira,
coletadas em Pacajus-CE, entre eles os acessos Flor branca, Camta e
Okinawa, obtiveram 79,57% de bandas polimérficas.



Tabela 3 — Marcadores ISSR utilizados na amplificagdo dos 16 acessos de Malpighia emarginata, nimero total de bandas (NTB),
namero de bandas por acesso (NBA), nimero de bandas polimérficas (NBP), percentagem de polimorfismo P(%) e amplitude de
fragmentos (AF) gerados.

NBA

Primer NTB NBP P(%) Malpighia emarginata AF (pb)
Al10 Al18 A31 A34 CM CP IP LG NR SY CB CR ST FB RB OK
1-DiGA3’C* 49 49 0 6 3 1 6 6 2 2 4 2 3 3 3 1 3 4 300-2080
2-DIiGT5'CR 65 65 2 8 8 0 6 7 7 0 5 0 4 3 3 6 3 3 400-2,080
3-DiGT5CY 26 26 0 6 0 0 0 6 3 4 0 0 0 0 0 7 0 0 400-1000
4-TriCAG3'YC 21 21 0 5 0 0 1 3 0 0 0 0 1 1 1 7 1 1 400-1500
5-TriCAC5'CR 30 30 0 5 0 0 6 4 0 0 4 0 1 1 1 6 1 1 100-1000
6-TriCAC5'CY 56 56 0 3 0 5 6 0 0 4 0 0 7 7 6 6 6 6 300-1000
7-TriCAG 45 45 5 0 2 4 5 1 1 4 3 0 4 4 4 0 4 4 200-1500
8-TriCAG3'RC 66 66 0 5 0 0 6 3 0 0 0 0 10 10 10 2 10 10 300-500
9-TriCAG3’YC 83 83 0 4 0 0 5 6 4 0 0 0 11 9 11 11 11 11 200-900
10-TriGTG3'RC 66 66 3 0 7 5 0 7 5 3 6 4 2 6 5 1 6 6 100-900
11-TriTGT 35 35 0 0 0 0 0 0 4 0 0 4 5 5 3 4 5 5 200-1500
12-TriAAC3'RC 67 67 0 0 5 0 0 0 6 3 1 0 11 3 8 8 11 11 200-1000
13-TriACA3'RC 50 50 0 0 1 0 0 0 0 0 0 6 6 8 10 5 7 7 200-1500
14-TriACT3'RC 12 12 5 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 0 0 300-1000
15-TriACG3'RC 62 62 0 0 6 0 0 3 0 0 0 1 9 9 9 7 9 9 200-1000
16-TriTCG3'RC 28 28 0 0 0 0 3 0 0 0 0 5 4 4 4 0 4 4 400-1000
17-DiGA5'CR 68 68 0 5 0 0 1 5 6 1 0 0 7 7 8 10 10 8 200-1000
18-TriAGT3'RC 5 5 0 2 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 700
19-TriGTA3'RC 9 9 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 7 0 0 300-1500
20-TriGCA3'RC 16 16 0 2 0 0 0 0 4 1 0 0 0 0 0 9 0 0 400-1000
21-DiCA 15 15 4 0 0 0 0 0 3 1 1 0 0 0 0 6 0 0 300-2080
22-DiCA3'RG 34 34 1 0 0 0 0 0 1 0 5 0 5 4 5 5 4 4 200-2080
23-DICA3'YG 14 14 0 0 0 0 0 0 5 0 3 0 3 3 0 0 0 0 300-2080
24-DiCA5'CY 86 86 3 0 0 3 1 0 6 0 5 2 117 11 112 11 11 11 100-2080
25-DiCA5'G 58 58 5 3 0 0 0 0 0 0 0 0 9 9 8 8 8 8 300-1500
Total 1066 28 55 32 18 48 51 58 23 37 24 113 107 110 135 114 113
P(%) 26 52 3 16 45 48 55 22 35 23 10,6 10 10,3 12,6 10,7 10,6
Média 42,64 4264 100 1,12 22 13 0,72 1,92 2,04 2,32 0,9 148 0,96 452 428 44 54 456 4,52

R = A+G; Y =C+T; A10 = ACO 10; A18 = ACO 18; A31 = ACO 31; A34 = ACO 34; CT = Camta; CP = Coopama; IP = lapar 01; LG = Ligia; NR = Nrusa; SY = SMMY; CB=
Cabocla; CR = Costa Rica; ST = Sertaneja; FB = Flor Branca; RB = Rubra e OK = Okinawa
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Figura 3 — Dendrograma representativo da similaridade genética entre 16 acessos de Malpighia emarginata, do Banco
Ativo de Germoplasma da Embrapa Semiarido, obtido pelo método UPGMA, utilizando o complemento aritmétrico do indice
de Jaccard como medida de similaridade, com base em marcadores ISSR. Correlagao cofenética (r =2 0,98).

*|APAR = IAPAR 01; SMY = SMMY; C. RICA = COSTA RICA E FLORB = FLOR BRANCA.
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A partir do polimorfismo identificado foi possivel determinar a estimativa
da dissimilaridade genética e a formacdo de grupos entre 0S acessos
avaliados. As distancias genéticas entre os 16 acessos variaram entre 0,420 e
0,976. A menor distancia genética (0,420) foi obtida entre as cultivares Rubra e
Okinawa. A maior distancia genética (0,976) foi observada entre 0os acessos
Aco 10 e SMMY (Figura 3).

Oliveira et al. (2009) estimaram a diversidade genética de 48 acessos de
Malpighia de uma populacdo de acerolas produzidas em S&ao Paulo e
semeadas no Rio de Janeiro, através de marcadores do tipo RAPD e
caracteristicas morfoagronémicas, constataram similaridade genética com
valores de 0,180 a 0,588 pelo coeficiente de Jaccard formando 13 grupos
diferentes. Lima et al. (2015), utilizando marcadores moleculares microsatélites
em 56 clones de aceroleira, sendo 38 provenientes do jardim de sementes e 18
do jardim clonal observaram valores de similaridade variando entre 0,358 a
0,766, formado por 28 grupos. As cultivares Flor branca, Okinawa e Camta
avaliadas em ambos também ficaram em grupos distintos, indicando elevada
variabilidade dos materiais utilizados.

Na Figura 3 observa-se uma grande distribuicdo dos acessos em grupos
distintos, indicando uma ampla diversidade entre os acessos avaliados. Porem,
0 grupo que apresentou menor distancia genética € composto por cinco
cultivares que estdo entre as mais plantadas no Submédio Sdo Francisco,
sendo elas Costa Rica, Sertaneja, Okinawa, Rubra e Cabocla, fazendo-se
necessario a ampliacdo da variabilidade genética dos materiais. Os demais
grupos foram compostos por apenas uma cultivar. De acordo com Vieira et al.
(2008) os grupos que possuem apenas um individuo sdo naturalmente os mais
divergentes. Para obter acessos superiores € preciso aliar o bom desempenho
fenotipico com a divergéncia genética dos genitores (FONSECA et al., 2006).

Provavelmente, esse resultado é atribuido & caracteristica
predominantemente alogamia da aceroleira, associada ao intenso processo de
propagacdo por sementes, ocorrido no inicio da expansao dos cultivos da
espécie no Brasil (OLIVEIRA et al., 2009). Lopes et al. (2012), sugerem que
essa elevada variabilidade na aceroleira seja um indicativo de taxa de
cruzamento, confirmando a predominancia da fecundacao cruzada na cultura.

Outro fator que pode explicar essa alta variabilidade é que os acessos
do BAG de aceroleira da Embrapa Semiarido foram introduzidos por meio de
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mudas propagadas vegetativamente (enxerto ou estaca) e outros por mudas
propagadas por semente. Apesar de se obter maior variabilidade genética
guando se tem introducéo por via sexual (semente), € importante, também, a
introducéo através de mudas propagadas vegetativamente, a fim de possibilitar
ganho de tempo no programa, uma vez que oportuniza a introducéo de
genodtipos com caracteristicas agronémicas ou comerciais desejaveis
(GONZAGA NETO, 1999). Os resultados obtidos com a caracterizacao
molecular poderdo ser utilizados em programas de melhoramento genético
visando propiciar o desenvolvimento de novas cultivares. Nesse caso, 0S
marcadores obtidos poderdo ser Uuteis na selecdo de genitores para
cruzamentos que visem a transferéncia de caracteristicas fenotipicas entre os
acessos mais divergentes, sendo necessario analises morfologicas para que
seja verificado caracteristicas qualitativas.

Alguns acessos que foram caracterizados no presente trabalho
apresentaram caracteristicas de alto desempenho agrondmico. Carpentieri-
Pipolo et al. (2002) avaliando precocidade, produtividade, contetido de vitamina
C nos frutos, tolerancia a pragas e doencgas, tamanho e aparéncia dos frutos
em trés acessos destacaram o0 acesso Ligia pela precocidade e produtividade
que possui. Costa et al. (2011) avaliando as propriedades Fisico-quimicas de
frutos in natura de cinco cultivares de aceroleira Flor Branca, Costa Rica,
Okinawa, Junco e Sertaneja cedidos pela Niagro - Nichirei do Brasil Agricola
Ltda, afirmam que dentre esses acessos, Okinawa e Junco possuem maior
peso, altos teores de soélidos sollveis, alto valor de vitamina C e alta resisténcia
a compressao. Andrade Neto et al. (2017) caracterizando atributos fisicos e a
composicdo quimica da polpa dos frutos maduros dos acessos Monami,
Mineira, ACO 14, CARP 05, BRS Cabocla, Ligia, UEL 03 e BRS Sertaneja do
Banco Ativo de Germoplasma (BAG) da Embrapa Semiarido concluem que os
acessos ACO 14 e BRS Cabocla se diferenciaram pelo maior niumero de
caracteristicas de frutos alinhadas aos requerimentos do mercado para
consumo in natura, particularmente maiores massa e diametro, bem como

baixa acidez titulavel, além de teores de sdlidos sollveis superiores a 8 °Brix.
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Caracterizacédo citogenética

Mitose

Para os acessos Cabloca, Costa Rica, Flor Branca e Sertaneja foram
observados 2n=20 cromossomos, enquanto que para a Rubra observou-se
2n=30. Esse é o primeiro registro de um acesso triploide em aceroleira. A
poliploidia refere-se ao niumero de cromossomos presentes na ceélula, que
podem ser classificadas com base nas origens e niveis de ploidia, células
poliploides podem surgir pela duplicacdo de células ou pela fusdo de
gametas citologicamente n&o reduzidos, na maioria das vezes ocorre entre
células diploides nos tecidos vegetativos das plantas (CHEN, 2010; CHEN et
al, 2006; DE WET, 1971). De acordo com Tamayo-Ordones (2016), as
adaptacdes fisiologicas e morfoldgicas da ploidia, podem conferir uma maior
resisténcia a stresses bidticos e abidticos em comparagcdo com 0s seus
diploides antepassados, assim como reduzir perdas economicas e produzir
frutos maiores.

Os tamanhos dos cromossomos variaram entre 2,68 a 3,21 pum. Os
menores valores de medidas cromossdmicas foram observados para 0 acesso
Costa Rica com comprimento cromossodmico médio de 2,68 um e comprimento
do lote haploide de 53,6 um. Por outro lado, o acesso Rubra apresentou o
maior valor para comprimento cromossdmico médio (3,21 um) e de
comprimento do lote haploide (96,3 um) (Tabela 5). Tais diferencas podem
estar relacionadas a alguns fatores, a exemplo dos niveis de condensacao das
células, divergéncias entre os materiais analisados e/ou, possiveis alteracées
estruturais intraespecificas.

Valores morfométricos dos cromossomos semelhantes aos do presente
trabalho tém sido relatados para a espécie como sinonimia de Malpighia glabra
L. ou M. punicifolia, e para outras espécies do género. Lombello (2000), por
exemplo, estudou 23 espécies de 12 géneros de Malpighiaceae brasileiras,
onde a maioria das espécies mostrou cromossomos relativamente pequenos,
com comprimentos entre 1,1 e 3,9 ym. Mondin et al. (2010), caracterizando
cariotipicamente M. emarginata, encontraram 2n=20 Ccromossomos com

tamanhos variando entre 1,71 a 2,56 pm e conjunto haploide com 21,05 pm.
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Tabela 5. Numero de cromossomos (NC), Comprimento Médio dos
Cromossomos (C); Comprimento do lote haploide (LHC); Numero de
cromossomos portadores de bandas CMA3'/DAPI" (RH) em cinco acessos de
Malpighia emarginata cultivados no Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa
Semiarido.

ACESSOS NC (2n) C (um) LHC  RH (2n)
Cabocla 20 2,89+0,33 57,8 4
Costa Rica 20 2,68+0,3 53,6 4
Flor Branca 20 2,92 £ 0,29 58,4 4
BRS Sertaneja 20 2,78+0,31 55,6 4
Rubra 30 3,21+0,41 96,3 6

Por outro lado, ndo ha relatos sobre analises da heterocromatina em
aceroleira, sendo essa a primeira vez que o estudo é realizado. Na maioria dos
acessos a dupla coloracao com os fluorocromos CMA/DAPI permitiu visualizar
quatro blocos CMA" nas regides terminais dos cromossomos, possivelmente
relacionados a regido organizadora dos nucléolos (RONs). Na cultivar ‘Rubra’
foi encontrado seis bandas de CMA® (Figura 4). Sousa et al. (2010)
descrevendo os padrdes heterocromaticos em Heteropterys, género que
pertence a familia Malpighiaceae, observaram apenas dois blocos CMA+ em
regides subterminais dos cromossomos.

Os pequenos blocos mais brilhantes com coloracdo CMA confirmam a
existéncia de uma pequena por¢ao de cromatina com coloracao diferencial rica
em pares de base GC (Figura 4). A constancia no padrao de condensacédo
sugere que a maioria dos acessos de Malpighia compartilham um cariétipo
comum e estavel. Entretanto, as diferencas do nimero de blocos CMA+ e do
namero de cromossomos (triploidia) sugere divergéncia entre 0S acessos
avaliados.

Padrdes, localizacdo e distribuicdo de heterocromatina sdo bastante
variaveis em vegetais, podendo haver para uma mesma espécie polimorfismo
para numero e tamanho de bandas, sendo, mais frequente ocorréncias de
bandas CMA+/DAPI- (GUERRA, 2000).

No presente estudo, 0s acessos analisados foram provenientes de
diferentes localidades e provavelmente estejam sujeitos a diferentes processos
evolutivos, resultando no acumulo de pequenas diferencas estruturais nos
cromossomos. Nesse caso, o heteromorfismo no nimero de bandas observado
com os fluorocromos podera ser utilizado como marcadores citolégicos na

identificacdo e comparacdo de diferentes acessos. Entretanto, essas
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observacdes sdo muito iniciais e outras técnicas, como a FISH (Fluorescent in
situ Hybridization) e a imunocoloracéo de proteinas, deverao ser utilizadas para
uma compreensao mais segura dos principais eventos citoldégicos ocorrentes

Nnos acessos de aceroleira.



SERTANEJA COSTA RICA

FLOR BRANCA CABOCLA

Figura 3. Coloracdo CMA e DAPI em metafases mitoticas com 2n=20 em acessos de aceroleira com 2n=20. Setas indicam regides de
cromatina mais brilhantes com coloracdo CMA. Barras equivalem a 5 ym.




Figura 4. Coloragdo CMA e DAPI em metafases mitéticas com 2n=30 para a cultivar ‘Rubra’. Setas indicam regides de cromatina
mais brilhantes com coloragao CMA. Barras equivalem a 5 um.
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Viabilidade polinica e analise Meiotica

Os resultados obtidos para a estimativa de viabilidade dos grdos de
polen e seus respectivos diametros médios (Tabela 6). As cultivares ‘Cabocla’,
‘Costa Rica’ e ‘Flor Branca’ apresentaram um potencial de viabilidade polinica
alto, destacando-se a cultivar ‘Cabocla’ com maior valor (95,9%) entre as
cultivares. A coloracdo mais intensa e o maior diametro indicam gréos de pélen
vidveis, enquanto que coloracéo clara e menor didmetro estdo relacionados a
graos de pélen invidveis. As medicdes foram feitas em micrometros (Figura 7).

A cultivar ‘Sertaneja’ apresentou viabilidade considerada média, com
valor de 78%. Valores semelhantes também foram obtidos por Siqueira et al.
(2011), estudando a viabilidade polinica e eficiéncia de polinizacdo de trés
acessos de aceroleiras cultivadas no municipio de Petrolina-PE, onde a cultivar
Sertaneja apresentou 83%, Flor Branca 92% e Okinawa 14,6%, e por Carneiro
Neto (2017) testando a viabilidade polinica das cultivares BRS Sertaneja e
Junko em diferentes horarios e areas, observaram uma reducdo ao longo da
manha diferindo de 90,7% as 6 h para 74,4% as 12 h na area 1, porém, na
area 2 nao houve diferenca estatistica entre os tratamentos.

Os acessos ‘Rubra’ e ‘Okinawa’ que obtiveram valores médios de
viabilidade polinica de 20,6% e 5,5%, respectivamente, apresentaram possiveis
quadrivalentes (Figura 5B) e cromossomos retardatarios em teléfase Il (Figura
5D), por outro lado em algumas células, foi observado comportamento meioético
regular, sendo notada a presenca de dez bivalentes em dipléteno e/ou
diacinese (Figuras A e C). Estudos da meiose e da viabilidade do pdlen
também foram realizados por BARBOSA et al. (2006), com os hibridos entre
Passiflora edulis f. flavicarpa e P. cincinnata, revelando uma meiose normal e
uma alta estabilidade, a maioria das células hibridas apresentaram 18
bivalentes. Contudo, algumas instabilidades, também foram encontradas, tais
como um quadrivalente resultante de uma translocacao entre os progenitores,
presenca de retardatarios e formacdo de micronucleos. Devido as poucas
anormalidades encontradas, os valores de viabilidade do pdélen foram >70%
tanto nos parentais dipldides como nas plantas hibridas.

Com relacdo ao diametro dos graos de podlen e considerando-se o

desvio padrédo, observa-se que n&o houve diferenca de tamanho entre as
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cultivares, cujos valores variaram de 31,5 a 38 um para os viaveis, e de 23,5 a

30 pm no caso dos inviaveis (Tabela 6).

Tabela 6. Percentual de viabilidade polinica e didmetro médio de gréos de
pélen de seis cultivares de aceroleira cultivadas no Submédio do Séo

Francisco.
Cultivares Graos de poélen Gréos de pélen Gréos de pélen Gréos de pélen
viaveis (%) inviaveis viaveis (Diametro +  inviaveis (Diametro £
(%) DP um) DP um)
Cabocla 95,9 4,1 35,565 + 2,23 23,63 +3,76
Costa Rica 93,1 6,9 37,18 £ 3,09 28,04 + 2,52
Flor Branca 89,1 10,9 36,95 + 3,34 28,06 £ 1,90
Okinawa 5,5 94,5 31,51 +6,13 27,38 +£ 3,05
Rubra 20,6 79,4 37,30 + 4,64 30,28 + 2,46
Sertaneja 78,0 22,0 38,09 + 3,13 27,94 + 3,28

Okinawa

Figura 5. cromossomos meioticos, corados com Giemsa, em dois acessos
de aceroleira. setas indicam possivel quadrivalente (B) e cromossomos
retardatarios (D)
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Na Figura 6 observamos os tamanhos médios do endocarpo e das sementes
dos materiais estudados. Nesse caso, verifica-se que 0S acessos que
apresentaram viabilidade polinica alta possuem sementes maiores, enquanto
cultivares com viabilidade polinica baixa possuem sementes menores (como
Okinawa e Rubra). No entanto, este fato ndo ocorre em relacdo ao tamanho do
endocarpo. Ha relatos que tanto o endocarpo quanto as sementes de
aceroleira apresentam tamanhos variados assim como baixa germinacao,
sendo comum a ocorréncia de sementes inviaveis, como também a auséncia
de sementes nos endocarpos (COSTA et al., 2003). De acordo com Paiva et al.
(1999) a falta de embrido esta associada a possiveis problemas de
incompatibilidade, agravada quando a planta se autofecunda e minimizada

guando ocorre cruzamento entre variedades diferentes.
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Figura 6. Comparacdo do endocarpo e das sementes de seis cultivares de
aceroleira.
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Figura 7. Viabilidade polinica em acessos de aceroleira. Grédos de pélen corados com carmim acético.
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6. CONCLUSOES

Os marcadores ISSR séo eficientes para estimar a diversidade genética
entre genotipos de aceroleira.

As cultivares ‘Cabocla’, ‘Costa Rica’ e ‘Flor Branca’ apresentam
viabilidade polinica alta e podem ser recomendadas para doacédo de pdlen
em trabalhos com melhoramento genético.

A cultivar ‘Rubra’ apresentou um numero de cromossomos ainda
desconhecido pela literatura podendo ser recomendado para futuros

cruzamentos visando uma cultivar polipléide.
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Figura 1 — Quantificacdo do DNA genbémico dos 16 acessos de aceroleira (Malpighia emarginata) e DNA do fago lambda de 50 e 25ng.
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Figura 2 - Teste preliminar de amplificagdo de DNA com 100 primers do tipo ISSR no acesso ‘Flor’ Branca de aceroleira, visando a
selecédo dos mais informativos e com melhor resolucédo. Marcador de peso molecular ladder de 1kb.



