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RESUMO

Diversidade Genética Molecular em Germoplasma de Mangueira

A manga (Mangifera indica L.) € uma fruta tropical de origem no
continente asiatico e umas das principais frutas comercializadas no mundo. A
mangicultura apresenta potencial para expandir ainda mais a comercializagdo de
frutos e derivados principalmente, com qualidades para exportacdo. A producao
mundial em média é de 27 milhdes de toneladas. Os programas de melhoramento
de mangueira necessitam desenvolver cultivares que apresentem o0 maior numero
de caracteristicas agronémicas agregadas. O conhecimento da variabilidade e
estrutura genética € almejado pelos melhoristas uma vez que a espécie é perene e
apresenta longo o periodo para obtencdo de novas cultivares. Neste trabalho, 151
acessos de mangueira foram analisados quanto a diversidade e estrutura genética
do banco de germoplasma. Foram desenvolvidos 23 marcadores microssatélites
para caracterizacdo do banco de germplasma de mangueira. Os locos
microssatélites apresentaram alto poder informativo para estudos populacionais e
observaram-se médias da heterozigosidade esperada de  H¢=0,655,
heterozigosidade observada de H,=0,496 e de PIC = 0,621. Posteriormente a partir
dos dados moleculares foram estimados a diversidade e estrutura genética dos 151
acessos e observaram-se 144 alelos com meédia de 7,2 alelos por loco com
amplitude entre 2 e 12 alelos, e uma diversidade génica média de 0,689. Em todas
as simulagfes estatisticas utilizadas houve consisténcia em se agrupar 0S acessos
em dois grupos, um grupo formado pelos acessos brasileiros e outro com o0s
acessos norte americanos e os novos hibridos. Uma cole¢do nuclear foi formada
com 30 acessos conseguindo manter 100% dos alelos considerando a diversidade
molecular dos 151 acessos de mangueira. Para disponibilizar mais informacdes ao
banco de germoplasma de mangueira da EMBRAPA, 103 acessos contendo
informacbes de 20 locos microssatélites e médias de 48 caracteristicas
agromorfoldgicas foram avaliadas em conjunto pelo método de otimizagdo de Tocher
e formaram-se 23 grupos, onde mais de 50% dos acessos formaram 22 grupos;
destes, 10 grupos foram formados por acesso uUnico. Com a finalidade de gerar mais
informacdes para programas de melhoramento da mangueira, um teste de atribuicao
foi realizado a partir dos dados moleculares e fenotipicos qualitativos, em que
também os acessos foram agrupados em dois grandes grupos.

Palavras-chave: Pré-melhoramento; Mangifera indica; Variabilidade; Microssatélites
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ABSTRACT

Molecular genetics diversity on Mango Tree Germplasm

The mango (Mangifera indica L.) is a tropical fruit of Asiatic origin and
one of the main fruits traded worldwide. The mango crop presents a potencial for
further expansion of fruits and derivative trades mainly export qualities. The average
world production is 26 million tons. Breeding programs need to develop mango
cultivars having the highest aggregate number of agronomic traits. Knowledge of
both the genetic variability and structure is aimed by mango culture breeders due to
perennial species as well as to the long period of time to obtain new cultivars. In this
study, the genetic diversity and structure of the germplasm bank in 151 acessions of
mango were analyzed. At first, 23 microsatellite markers were developed in order to
extract molecular information from bank germplasm. It was possible to detect that the
SSR loci were highly informative in the studied population. Averages were obtained
of He = 0.655, H, = 0.496 and PIC = 0.621. Next, with the molecular data it was
possible to estimate the genetic diversity and structure of the 151 acessions as well
as observe 144 alleles with an average of 7.2 per locus with amplitude between 2
and 12 alleles; the average gene diversity was 0.689. In all simulations there were
consistent statistic analyzes enabling the clustering cultivars in two groups. A group
was formed by Brazilian landraces and a second group was formed by North
American landraces and Brazilian new hybrids. A core collection of 30 acessions
was able to keep 100% of the alleles representing the molecular diversity of 151
mango cultivars. To provide more information to the Embrapa germplasm mango
tree, 103 acessions containing information from 20 microsatellite loci and average of
48 agronomic traits were assessed together by the method of Tocher and formed 23
groups. Twenty two groups were formed by more than 50% of acessions while 10
groups were formed by a single acession each. An interactive test was conducted
from molecular and qualitative phenotype data which resulted in two consistent
clusters.

Keywords: Pre breeding; Mangifera indica; Variability; Microsatellite
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1 INTRODUCAO

A mangueira Mangifera indica pertence a familia das Anacardiaceae e
€ conhecida a mais de quatro mil anos e originou-se na regido que se divide em dois
Sub-Centros: o Indico-Burma-Tailandés e o Filipinico-Celeste/Timor. Estes dois sub-
centros deram origem as duas racas de mangas hoje conhecidas pelos estudiosos
da mangicultura: a raca indiana que possui frutos de formato oblongo ovalado com
sementes monoembribnicas e, em geral, com casca rosea a vermelha e a raca
filipinica ou indochinesa cujos frutos de formato longo com sementes
poliembridénicas e casca variando de verde a amarela (Figura 1) (MUKHERJEE,
1985; BOMPARD, SCHNELL, 1997).

2]
3
=
=]
s
s
B
E
3 |

Figura 1.1 - Manga vermelha indiana e manga amarelada de origem filipinica

A mangueira € considerada uma espécie alopolipléide, mais
provavelmente um anfidiploide, ou seja, € um polipléide constituido por dois
complementos somaticos completos de duas espécies diferente sendo,
predominantemente, uma espécie aldgama.

Mukherjee (1985) descreve 39 espécies, enquanto, Bompard (1993)
comenta a existéncia de 69 espécies e as classifica em dois subgéneros com
diversas secdes, baseados em caracteres morfolégicos. A Mangifera indica é a mais
importante, embora existam outras espécies que produzem frutos comestiveis, como
M. altissima, M. caesia, M. lagenifera, M. macrocarpa, M. odorata e M. sylvatica.

A manga dispersou-se por todos os continentes sendo -cultivada,
atualmente, na maioria dos paises de clima tropical e subtropical. No Brasil e Africa
foi introduzida no século XVI pelos Portugueses, dando origem, por meio de
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sementes, a diversas variedades cultivadas (SUBRAMANYAM et al.,, 1971). As
introducdes pertenciam as mangas da racga Filipinica geralmente fibrosas e
poliembridnicas, apresentando limitada variagcdo genética. As variedades da raca
Indiana sdo monoembribnicas e portadoras de melhor qualidade, apresentando
grande variabilidade quando plantadas de pé franco. Acredita-se que a manga foi
levada para as ilhas do Caribe, de onde os espanhdis a introduziram no México,
sendo introduzida na Flérida/EUA inicialmente a partir do Caribe e posteriormente
com material proveniente da india (VIRUEL et al., 2005).

De acordo com Ferreira et al. (2000), no Brasil houve uma segunda
introducdo de variedades melhoradas da raca indiana, proveniente da Florida/EUA,
portadoras de melhor qualidade, com sementes monoembridnicas. Este fato
modificou sensivelmente a industria mangicola nacional, dando um novo alento a
cultura, pois essas variedades americanas, que produzem frutos com pouca fibra,
coloridos e mais resistentes a antracnose, sdo mais comercializaveis, permitindo
inicialmente ampliar o excelente mercado interno, e consequientemente, permitiu a
conquista do mercado externo, notadamente Estados Unidos, Japdo e a
Comunidade Européia sdo os principais importadores da fruta que ainda é usada em
sua maior parte em consumo in natura (PIZA JR., 1989; SOUZA et al., 2002). No
entanto, a primeira cultivar proveniente da Flérida apenas foi plantada
comercialmente na década de 60 e foi a cultivar Haden, mas apresentou uma seérie
de limitac®es, principalmente com relacdo a suscetibilidade a seca da mangueira e a
alternancia de producao.

O genoma da mangueira tem aproximadamente 4.39 x 10° bp
(ARUMUGANATHAN; EARLE, 1991). A Mangifera indica é a espécie com o0 nhdmero
de cromossomos (2n = 40) (KOSTERMANS, BOMPARD, 1993; IYER, DEGANI,
1997). E Singh (1966) em seus estudos relatou a ocorréncia de espécies
tetrapldides com nimero de cromosssomos (2n = 2x = 80). Segundo Mukherjee
(1963) estudos citogenéticos proporcionaram evidéncias de que had um grande
potencial no melhoramento da espécie quando se usam outras espécies do género
Mangifera, principalmente, visando obtencdo de hibridos interespecificos de
importancia agronémica e comercial.

A producdo mundial de manga € estimada em 27 milhdes de toneladas,
e € considerada a segunda fruta tropical mais importante no mundo. A producéo

dessa fruta é a quinta maior estando atras apenas de banana, uva, maca e laranja.
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A India, China, Tailandia, México, Paquistdo e Indonésia sdo responséaveis por mais
de 75% da producdo mundial da cultura, e somente a india é responséavel por 40%
da producdo (VIRUEL et al.,, 2005; BALLY; LU; JOHNSON, 2009). E segundo
Wyzykowsky et al., (2002), o México, Brasil, Paquistdo, Filipinas, india e Holanda
sdo responsaveis por quase 70% das exportacdes mundiais de manga, o México
sendo o principal exportador.

O Brasil € o sétimo maior produtor de manga no mundo com uma
produtividade de 1.546.000 toneladas no ano de 2007 e o primeiro em produtividade
por hectare 17 t/ha (FAO, 2009). Em 2009, a producéo, segundo a Embrapa, foi de
1.197.694 toneladas (EMBRAPA, 2010). As regides com maior producdo sao a
regido Nordeste com 73,41%, seguido pela regido Sudeste com 24,83%. E a fruta
tropical mais aceita pelo mercado consumidor, isso pelo sabor agradavel e valor
nutricional (DONADIO; FERREIRA, 2002).

Segundo Bally et al. (2009) a producdo desta fruta desempenha um
papel importante na economia rural de muitos paises tropicais. No entanto, apesar
do grande volume da producdo de manga quase toda producdo €& consumida
internamente no pais de origem. E menos de 4% da producdo é exportada. Esse
baixo percentual em exportacdo da fruta reflete uma baixa qualidade dos frutos pela
alta perecibilidade.

Os frutos de mangueira mais cultivados e comercializados
internacionalmente tem origem na Florida ou foram derivados destes cultivares. E 0s
cultivares com maior aceitagcdo sao a Tommy Atkins, Haden, Kent, Keitt e Palmer.
Isso pelo fato desses frutos apresentarem caracteristicas coloracdo forte
(avermelhados) e vida util mais longa. Esta ultima caracteristica permite a
exportacao para todos os continentes do mundo. Outro mercado de interesse e que
esta se desenvolvendo € a producdo para mercados proximos o que viabilizou a
producdo de cultivares como Carabao das Filipinas e a Sindri de origem
Paquistanesa; esses frutos sdo mais pereciveis que 0s cultivares comerciais de
origem na Florida, mas suportam o transporte regional sem grande perda na
gualidade do fruto (BALLY; LU; JOHNSON, 2009).

O mercado da manga ainda necessita que o melhoramento de plantas
obtenha variedades com maior produtividade e qualidade dos frutos. Entdo os

programas de melhoramento de mangueira tém que se adequarem e realizar
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melhoramento para regides especifica, tentando suprir as exigéncias de mercado e
as restricdes de producéo.

O processo de melhoramento genético € altamente dependente da
amplitude da base genética disponivel, que por sua vez é influenciada pelo acervo
de recursos Uteis disponiveis, na forma de materiais coletados e caracterizados,
mantidos nos bancos de germoplasma, que s&o insumos importantes para o
desenvolvimento de novas cultivares. A capacidade de acessar esses genotipos
portadores de variabilidade, por coleta ou por intercambio, é o fator fundamental
para 0 sucesso de qualguer programa de melhoramento genético vegetal
(QUEIROZ; LOPES, 2007).

A caracterizacdo molecular da diversidade genética no germoplasma
pode fornecer dados Uteis para auxiliar o melhorista na selecdo de genitores de
populagcbes basicas ao estabelecer programas de melhoramento. Tais populacdes
sdo estabelecidas pelo cruzamento de materiais superiores, objetivando-se
freqientemente a maximizacdo da distancia genética com a finalidade de
recombinar genes ou complexos génicos em novas combinac¢des génicas favoraveis
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Segundo Hedrick (2001) a descoberta de locos altamente variaveis,
como o0s microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeats), representou maior
precisdo no poder estatistico disponivel para determinar diferencas entre grupos de
espécies. Este aumento deve-se ao fato desse marcador conseguir acessar outro
nivel de informacdes no genoma em estudo. Em comparagdo com outros
marcadores baseados na PCR como os RAPD e AFLP grande parte das
informacgdes genéticas podem ser perdidas ou ndo acessadas.

A utilizacdo de marcadores microssatélites baseia-se na amplificacao
de regides contendo sequéncias simples repetidas utilizando-se um par de primers
especificos complementares a sequéncias Unicas que flanqueiam o microssatélite.
Segmentos amplificados a partir destes sitios quase que invariavelmente
apresentam um polimorfismo extensivo resultante da presenca de diferentes
nameros de elementos simples repetidos. Assim, cada microssatélite, constitui um
loco genético altamente variavel, de grande conteudo informativo. Cada segmento
amplificado de tamanho diferente representa um alelo diferente do mesmo loco
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).
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O alto indice de polimorfismo e a elevada taxa de mutacdo fazem dos
marcadores SSR uma excelente ferramenta para estudos de genética de
populacdes. A definicho de um modelo mutacional teérico para SSR é obrigatorio
para estimar os inuUmeros parametros em genética de populacdes a partir da
heterozigosidade observada (OLIVEIRA et al., 2006). Nenhum dos modelos tedricos
existentes inclui todas as variaveis que influenciam na dinAmica mutacional dessas
sequéncias, no entanto, um modelo devera ser escolhido a priori.

Os microssatélites além de sua utilidade no mapeamento e
melhoramento genético tornaram-se os marcadores preferidos para “fingerprinting”
da maioria das espécies de plantas. Grupta e Varshney (2000) ressaltam o alto
polimorfismo, co-dominéncia e reprodutibilidade. Em espécies como a manga e a
maioria das arvores frutiferas, em que ha poucas sequéncias disponiveis em bancos
de dados de sequiéncias publica. Viruel et al., (2005) analisaram 28 cultivares de
mangueira com 16 marcadores microssatélites e observaram que este tipo de
marcador torna muito interessante o estudo de variabilidade, conservacdo de
germoplasma e genealogia. Os autores acrescentam ainda ser necessario estudo
com um maior numero de genotipos para elucidar o processo de domesticacdo da
mangueira.

Segundo Frankel (1984) a diversidade genética contida nos acessos
dos bancos de germoplasma continua a ser um desafio significativo. O conceito de
colecdo nuclear foi desenvolvido ha 25 anos para facilitar o acesso a diversidade de
uma amostra que possa ser melhor gerenciada e representativa, em que a analise
sera concentrada antes de voltar a explorar mais amplamente outros materiais. A
l6gica das cole¢Bes nucleares foi exaustivamente discutida e para muitas espécies
levou a subconjuntos de germoplasma contendo trés mil acessos ou mais. Na
pratica, as cole¢cdes nucleares com milhares de acessos torna seu uso em
programas de melhoramento genético muito trabalhoso e inviavel, e como
consequéncia os curadores tém preferido centrar-se em dezenas a centenas de
acessos.

Smith (1989) comenta que a caracterizagdo de uma variedade,
linhagem ou hibrido com marcas de DNA tem se tornado uma ferramenta importante
na protecao de plantas melhoradas nos paises onde existem leis regulamentando o
assunto. O “fingerprinting” com marcadores moleculares tem sido importante em

processos que envolvam disputas de direito autoral e tem sido considerado
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instrumental como suporte ao continuo investimento em melhoramento de plantas
por parte de grandes empresas produtoras de sementes hibridas.

Existem duas maneiras basicas de avaliar a divergéncia genética: de
natureza quantitativa ou preditiva (MIRANDA et al., 1988). Entre os métodos de
natureza quantitativa de avaliagdo da divergéncia, ou da heterose manifestada nos
hibridos, citam-se as analises dialélicas. Nestes métodos € necessaria a avaliacdo
dos genitores e de todas as combinacdes hibridas. Quando o niumero de genitores é
elevado, a obtencdo do material experimental pode ser impraticavel. Por
dispensarem a obtencao prévia das combinacdes hibridas, os métodos preditivos da
divergéncia genética tém merecido consideravel énfase. Sdo meétodos preditivos
aqueles que tomam por base as diferencas morfologicas apresentadas pelos
genitores na determinacdo da divergéncia, que é geralmente quantificada por uma
medida de dissimilaridade (CRUZ, CARNEIRO; 2006).

O objetivo do presente trabalho foi desenvolver marcadores de
microssatélites para caracterizacao da diversidade e estrutura genética do banco de

germoplasma de mangueira da Embrapa.
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2 NOVO CONJUNTO DE MARCADORES MICROSSATELITES PARA
Mangifera indica

Resumo

O desenvolvimento de novos marcadores de microssatélites é de
fundamental importancia para se estimar a variabilidade genética e assim contribuir
para o melhoramento genético de mangueira. O objetivo deste trabalho foi
desenvolver e estimar o poder informativo de novos locos microssatélites
desenvolvidos para o género Mangifera. Novos microssatélites foram desenvolvidos
e 23 foram otimizados, sendo que com estes detectou-se um total de 117 alelos. O
namero de alelos por loco variou 1 a 8, com média de 5,52. Houve transferibilidade
intergenérica em 100% dos locos desenvolvidos.Com o desenvolvimento destes
novos locos microssatélites sera possivel estimar a diversidade genética de bancos
de germoplasma bem como em populagbes naturais, além de serem utilizados no
mapeamento genético.

Palavras-chave: SSR; Manga; Melhoramento genético; Germoplasma

Abstract

The newly developed microsatellite markers are crucial to estimate the
genetic diversity and relevant information to mango breeding. The aim of this study
was to develop and estimate information of the new mango microsatellite loci.
Twenty three new microsatellites were optimized and a total of 117 alleles was
detected. The number of alleles per locus ranged from 1 to 8, with an average of
5.52. There was 100% transferability intergeneric of developed SSR markers. By
means of the use of new microsatellites it will be possible to estimate the genetic
diversity, population structure and mapping.

Keywords: SSR; Mango; Genetic breeding; Germplasm

2.1 Introdugéo

A manga é a quinta fruta mais produzida no mundo ficando atras de
banana, uva, maca e laranja. E a segunda fruta tropical mais produzida (BALLY, LU,
JONHSON, 2009). No entanto, o mercado da manga ainda necessita que o
melhoramento de plantas obtenha variedades com maior produtividade e qualidade

dos frutos. E assim aumentar o percentual de exportacdo desta fruta pelos paises
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produtores. Segundo Bally, Lu, Jonhson (2009) de toda producéo de manga apenas
4% é exportado devido a baixa qualidade dos frutos.

Os programas de melhoramento de mangueira precisam adequar-se e
realizar melhoramento para regides especificas, tentando suprir as exigéncias de

mercado e as restrices de producao.

De acordo com Krishna e Singh (2007) o melhoramento de plantas
lenhosas e perenes como a mangueira apresentam varios problemas como longa
fase juvenil, autoincompatibilidade, baixos pegamento de frutos, producao de uma
Gnica semente por fruto, polinizagdo cruzada,poliembrionia, poliploidia, natureza
heterozigotica, escasso conhecimento da herdabilidade dos caracteres de
importancia agronémica, e ter poucas informacdes sobre caracteres quantitativos.
Além disso, a mangueira cresce em diferentes areas e condi¢cfes agroclimaticas em
qgue a ampla hibridizacdo e recombinagdo de caracteres contribuiram imensamente
com a diversidade genética (RAVISHANKAR et al., 2011); fato este de interesse,
mas pouco estudado ainda.

A espécie Mangifera indica apresenta um genoma extenso com
aproximadamente 4.39 x 10° bp (ARUMUGANATHAN; EARLE,1991). E para
acessar toda essas informacbes do DNA abordagens moleculares oferecem uma
alternativa e eficiente ferramenta para o melhoramento genético de mangueira
(KRISHNA; SINGH, 2007). Segundo Hedrick (2001) a descoberta de locos altamente
variaveis, como 0s microssatélites, representou maior precisdo no poder estatistico
disponivel para determinar diferencas entre grupos de espécies. Este aumento deve-
se ao fato desse marcador conseguir acessar outro nivel (maior nimero de alelos)
de informacdes no genoma em estudo.

Os microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeats) além de sua
utiidade no mapeamento e melhoramento genético tornaram-se o0os marcadores
ideais para “fingerprinting” da maioria das espécies de plantas. Grupta e Varshney
(2000) ressaltam seu alto polimorfismo, codominancia e reprodutibilidade.

Em espécies como a mangueira e a maioria das arvores frutiferas,
existe pouca disponibilidade de sequencias depositadas nos bancos de dados.
Viruel et al. (2005) analisaram 28 cultivares de mangueira com 16 marcadores
microssatélites e observaram que este tipo de marcador torna muito interessante o

estudo de variabilidade, conservacdo de germoplasma e genealogia. Os autores
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acrescentam ainda ser necessario estudo com um maior nimero de genaétipos para
elucidar o processo de domesticacao da mangueira.

O Departamento de Genética da Escola Superior de Agricultura “Luiz
de Queiroz” recebeu material vegetal de mangueira para estudar o Banco de
Germoplasma da Embrapa Semiarido visando organizar e disponibilizar informacdes
relevantes para a cadeia produtiva da mangicultura Brasileira. O objetivo do
presente trabalho foi desenvolver novos marcadores e avaliar o poder informativo

dos locos microssatélites para Mangifera indica.

2.2 Material e Métodos

2.2.1 Material Vegetal

No desenvolvimento dos novos marcadores microssatélites de
mangueira foram usados 32 gendtipos de mangueira pertencentes ao Banco de
germoplasma de mangueira da Embrapa Semiarido para testar o poder informativo
dos novos locos. Para o desenvolvimento da biblioteca enriquecida foi utilizado o
acesso Espada pela grande distribuicdo deste acesso nas regides brasileiras
(Tabela 2.1).
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Tabela 2.1 — Acessos utilizadas para testar os locos de microssatélites

N° Acesso Embrionia Origem
1 CiProc 06/85 Desconhecida Brasil

2 Hilda Pred. Poliembridnica Brasil

3 Simmonds Monoembridnica Florida (USA)
4 Juazeiro lll Monoembridnica Brasil

5 Kensington Poliembridnica Australia

6 Juazeiro IV Poliembridnica Brasil

7 Recife Monoembridnica Brasil

8  Amrapalli Monoembridnica india

9 Manga D’agua Poliembridnica Brasil

10 65 Pred. Poliembriénica Florida (USA)
11  Mallika Monoembridnica india

12 Edward Monoembridnica Florida (USA)
13 Salitre Pred. Poliembriénica Brasil

14  Scuper Many Monoembridnica Florida (USA)
15 Dama de Ouro Monoembridnica Brasil

16 Smith Pre. Monoembribnica Florida (USA)
17  Tyler Premier Monoembridnica Africa

18 Juazeiro VIl Brasil

19 Haden 2H Monoembridnica Florida (USA)
20 Juazeiro Il Poliembridnica Brasil

21 CPR Pred. Poliembriénica Brasil

22 Surpresa Poliembridnica Brasil

23 Pingo de Ouro Monoembridnica Brasil

24 Keitt Monoembridnica Florida (USA)
25 Haden Monoembridnica Florida (USA)
26  Mastruz Poliembridnica Brasil

27 Espada Itaparica Poliembridnica Brasil

28 Princesa Pred. Poliembriénica Brasil

29 Rosary Poliembridnica Brasil

30 Kent Monoembridnica Florida (USA)
31 Mangifera foetida Tailandia

32 Mangifera odorata Borneo
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2.2.2 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada utilizando o protocolo mencionado por
KHAN et al. (2007), com modificagdes. Colocou-se em microtubos de 2,5ml 400mg
de folha de mangueira triturada. Em tubo, 800uL de tampdo de extracdo pré-
aquecido a 65°C (CTAB 3%, 2M NaCl, 20mM EDTA, 100mM Tris-HCI pH8,0, PVP-
40 2% e B-mercaptoetanol 0,6% no momento da extracdo). O material foliar junto
com o tamp&o foram homogeneizado e colocados em banho-maria a 65°C por 50
min. Decorrido o tempo foram adicionados 600uL de CIA (CIA, 24:1
cloroférmio:alcool isoamilico), homogeneizado e centrifugado a 12.000 rpm por 5
min. A precipitacdo do DNA foi realizada com 600uL de isopropanol gelado, com
incubacgédo a -20°C por 1h. E posteriormente, foi centrifugado a 12.000 rpm por 10
minutos. O precipitado foi lavado, em duas etapas consecutivas, com etanol 70% e
uma vez com etanol absoluto com centrifugagdo a 12.000 rpm por 3 min. O
precipitado foi seco em temperatura ambiente e ressuspendido em 100uL de TE
(10mM Tris HCL pH 8,0 e 1mM EDTA, pH8,0). Para concluir a extracdo, cada
amostra de DNA foi tratada com 1pL de RNase (10mg mL™, Ribonuclease A (Sigma)
a temperatura ambiente overnight e amazenados a -20°C.

A qualidade do DNA (concentracdo e pureza) foi avaliada por
eletroforese em gel de agarose 1,0%, TBE 1X (89mM Tris, 89mM &cido bdrico e
2mM EDTA), a 100 V, corado com SYBR Safe (Invitrogen) e visualizado sob UV
(Major Science Compact Digimage System). Para avaliar a quantidade de DNA
extraido de todas as amostras foi usado DNA do fago A, com concentracdes

variando entre 50 e 250ng.

2.2.3 Desenvolvimento da biblioteca genémica enriqgu  ecida de microssatélites

A construcdo da biblioteca gendmica enriquecida de mangueira foi
realizada com DNA gendmico de um cultivar escolhido aleatoriamente, de acordo
com o protocolo de Billotte et al. (1999) com modificagées descritas por Dutech et al.
(2000). A primeira etapa foi digerir 5ug de DNA com 5U da enzima de restricdo Afal
(invitrogen) e tampao 1X fornecida pelo fabricante, com volume final de 100uL, por 3
h a 37°C. Posteriormente, a digestdo foi verificada em eletroforese em gel de

agarose 1,2% (p/v) por 2h a 60V.
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Para aumentar o numero de coOpias dos fragmentos gendmicos
digeridos e garantir que todos os fragmentos tivessem uma terminacao conhecida,
foi feita a ligagcdo aos adaptadores Afa2l e Afa25 (Integrated DNA Technologies,
Inc.). A reacao de ligacdo dos adaptadores foi feita com tampé&o 1X (10mM Tris-HCI,
ph7,8; 2mM MgCl,; 2mM DTT; 5ug ml-1 de BSA), 4uM de Afa21, 4uM de Afa25, 4U
de T, DNA ligase (Invitrogen) e 6uL de DNA digerido, em um volume final de 50uL,
por 2h a 20°C. Para finalizar o processo de ligacdo dos adaptadores e amplificacéo
dos fragmentos digeridos foi realizada uma reacao da Polimerase em Cadeia (PCR)
usando um dos adaptadores como iniciador.

A reacao de PCR foi condicionada em termociclador (BIO-RAD My
Cycle) e composta por: 1X, 1,5mM MgCl,, 0,2mM dNTP, 0,4uM Afa21, 3 U Tag DNA
Polimerase (Fermentas Life Science) e 5uL de reacédo de ligacdo de adaptadores,
em volume final de 50pL. O programa para amplificacdo foi o seguinte: desnaturagéo
inicial a 95°C por 4 min; 30 ciclos a 94°C por 30s, 60°C por 1 min e 72°C por 1 min; e
extensdo final a 72°C por 8 min. Em seguida foi realizada a purificagcdo dos produtos
da reacdo com Quiaquick PCR Purification Kit (QIAGEN) de acordo com o
fabricante.

Como objetivo de selecionar fragmentos contendo sequéncias SSR
foram selecionadas por sondas biotiniladas, Biotina-l111(CT)8 e Biotina-11111(GT)8,
complementares as sequéncias repetivas GA e CA, e recuperados com
Streptavidin  MagneSphere  Paramagnetic  Particles (Promega), seguindo
recomendacdes do fabricante. O DNA purificado foi diluido na propor¢do 1:4 em
adgua ultrapura e desnaturado a 95°C por 15min. Em seguida, ao DNA foram
adicionados 13puL de SSC 20X (3M NacCl, 0,3M citrato de sddio, pH7) e 3uL de cada
um dos oligos biotinilados e incubados a temperatura ambiente por 20 min.
Posteriormente, microesferas magnéticas pré-lavadas foram adicionadas a mistura
de hibridizacdo e incubada a temperatura ambiente por 10 min. Os fragmentos
contendo SSR foram recuperados, apdés magnetizacdo, por meio de lavagens das
microesferas em SSC 0,1X, em 250uL de agua ultrapura e estocado a -20°C.

O numero de coOpias dos fragmentos selecionados foi amplificado via
PCR, com tampéao 1X, 1,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTP, 0,4 uM de Afa2l, 3U de
Tag DNA Polimerase (Fermentas Life Science) e 20 pL de suspenséo de fragmentos
selecionados, volume final de 100uL. O condicionamento da reacdo foi feita em

termociclador BIORAD My Cycle, com desnaturacdo inicial a 95°C por 4 min, 30
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ciclos a 94°C por 40s, 60°C por 1min e 72°C por 1min; e extenséo final a 72°C por 8
min. A amplificacdo da reagcédo de PCR foi testada por meio de gel de agarose 1%,
TBE 1X (100V), corado com SYBR safe (invitrogen).

ApoOs visualizar a amplificacdo dos fragmentos, estes foram clonados
com pGEM-T Easy Vector System (Promega), seguindo recomendacdes do
fabricante. Em seguida foi feita a transformacdo com células de Escherichia coli
linhagem TOP10 (Invitrogen) preparadas termoquimicas competentes. Os insertos
foram transformados em um evento independente, seguido de dois eventos controle.
Um total de 95 colbnias brancas (clones transformados) foram isoladas e
transferidas para meio 2YT-HMFM liquido (1,6% de triptona, 1% de extrato de
levedura, 0,5% de NaCl, 0,0076% de MgS0O4 7H,0, 0,045% de citrato de sdédio,
0,09% de (NH4).SO,, 4,4 de glicerol, 0,18% de KH,PO4 e 0,47% de K,HPO,), com
100pug mL™* de ampicilina em placa do tipo ELISA. Em seguida foi fechada com
adesivo (ABgene). A placa com os clones foram incubados a 37°C por 18h,

finalizado o tempo, a placa foi etiquetada e armazenada em ultrafreezer a -80°C.

2.2.4 Sequenciamento dos clones

Os 95 clones mais o controle negativo foram preparados para o
sequenciamento. Antes do sequenciamento estes foram multiplicados em meio LB
liquido contendo 100pg mL™ de ampicilina em placa com 96 canaletas de poco
fundo (ABgene), os clones permaceram a 37°C por 22 h sob agitacdo a 300 rpm
(G24 Environmental Incubator Shaker). Apéds periodo de incubacdo para
crescimento dos clones. Estes foram centrifugados a 3.000 rpm por 10 min. O
sobrenadante foi descartado e 240 pL de GTE (0,92% glicose, 26 mM Tris-HCI pH
7,4, 10 mM EDTA pH 8) foi adicionado em cada pocgo, a placa foi agitada em vortex
por 2 min ou até que 0s clones estivessem suspensas na solucdo de GTE. Em
seguida foi centrifugado a 4.000 rpm por 6 min, o sobrenadante foi descartado.

Foi adicionado a cada pocinho 80 pL de GTE e imediatamente, agitado
em vortex por 5 min, 60uL da suspenséao foi transferida para placa ELISA (Costar)
contendo 5 pL de RNAse 10 mg mL™? (Ribonuclease A, Sigma) e 60 pL de 0,2 mM
NaOH, 1% SDS por poco. A placa foi selada com adesivo selador (ABgene) e 0s
clones foram misturados por inversdo e incubada a temperatura ambiente por 10

min. Posterior ao spin com rotacdo maxima de 1.000 rpm, 60 pL de acetato de
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potassio 3 M gelado foram adicionados a cada poco, a placa foi selada e misturada
por invers&o. Foi retirado o adesivo da placa e incubada a 90°C por 30 min. A placa
foi colocada no gelo para esfriar e em seguida foi centrifugada a 4.000 rpm por 4
min. Apés centrifugacdo o sobrenadante foi transferido para uma nova placa ELISA
com uma placa filtro (Millipore) acoplada fixada com adesivo para ser realizada a
filtragem do sobrenadante e foi centrifugada novamente a 4.000 rpm por 4 min a
20°C. Ao filtrado foram adicionados 110 pL de isopropanol. A placa novamente foi
selada com adesivo (ABgene), misturada por inversédo e centrifugada a 4.000 rpm
por 45 min a 20°C.

O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com 170 pL
de etanol 70% gelado, seguido de centrifugacdo a 4.000 rpm por 5 min a 20°C. Em
seguida houve o descarte do sobrenadante, foi realizada um spin com as placas
invertidas com rotacao de 1.000 rpm e baixa aceleracdo, os precipitados secaram a
temperatura ambiente e foram ressuspendidos em 60 pL de &gua ultrapura.
Posteriormente, a extracdo plasmidial foi observada em eletroforese em gel de
agarose 1,0% TBE 1X (100V), corado com SYBR Safe e marcador de peso
molecular de 100 bp (Fermentas Life Science).

A reacao de sequenciamento foi preparada com 2 pL de tampao de
sequenciamento (5 mM MgCl,, 200 mM Tris-HCI, pH 9), 5 pM iniciador T7, 3 uL da
extracdo plasmidial, 0,4 pL de BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems) em
volume final de 10 pL completado com agua ultrapura. O programa de ciclagem para
a reacdo de sequenciamento constou de desnaturacao inicial a 96°C por 2 min; 26
ciclos a 96°C por 45 s, 50°C por 30 s e 60°C por 4 min. Antes do sequenciamento a
reacao foi purificada com 80 pL de isopropanol 65% gelado adicionado em cada
poco. A placa ficou em repouso por 15 min, ao abrigo da luz e entdo centrifugada a
3.000 rpm por 45 min. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com
180 pL de etanol 70%, seco em temperatura ambiente e local protegido da luz,
overnight.

As amostras foram enviadas para o Centro de Citricultura “Sylvio
Moreira”, Cordeiropolis, Estado de Sao Paulo. O sequenciamento foi realizado em
sequenciador automatico de capilar 3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems). O
produto da reacdo de sequenciamento foi ressuspendido em 4 pL de formamida
deionizada (Hi-Di, Applied Biosystems). No momento do sequenciamento, foi

realizada a denaturacdo das amostras em termociclador, a 90°C por 3 minutos e em
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seguida colocadas em gelo por 5 minutos. Apds 0 sequenciamento as sequéncias
obtidas foram processadas pelo 3730/3730xlI Data Collection Software versao 3.0

(Applied Biosystems).

2.2.5 Sequéncias Enriquecidas — Identificacdo e an4  lise de Microssatélites

O sequenciamento dos clones das sequéncias de mangueira foram
disponibilizados em formato.abl e convertidos para o formato FASTA no programa
BioEdit versao 7.0.9.0 (HALL, 1999). O programa CHROMAS versdo 2.33
(Technelysium) foi utilizado para verificar a qualidade dos eletroferogramas das
sequéncias e a edicdo manual foi realizada no programa BIOEDIT versdo 7.0.9.0
(HALL, 1999). Sequéncias com baixa qualidade foram excluidas. As sequéncias com
boa qualidade foram usadas para identificar microssatélites, o aplicativo utilizado foi
o WEBSAT (MARTINS et al., 2009). Os motivos com no minimo 5 repeticbes e
dinucleotideo foram anotados.

Segundo Weber (1990) motivos de microssatélites sédo classificados
em relacdo a organizacdo das repeticbes: (i) perfeito, quando o motivo ndo €
interrompido por nenhuma base diferente (ex: CTCTCTCTCTCT); (i) imperfeito,
guando ha um par de bases diferente do motivo (ex: CTCTCTCTACTCTCT); (iii)
interrompido, quando ha mais de um par de bases interrompendo as repeticdes do
motivo (ex: CTCTCTGGACACTCTCT); e (iv) composto, quando ha dois ou mais
motivos distintos adjacentes (ex: CTCTCTCTCTCTGAGAGAGAGAGA).

2.2.6 Desenho dos iniciadores de microssatélites de mangueira

Antes dos desenhos dos iniciadores, as sequencias dos adaptadores
(Afa2l e Afa25) foram excisadas. O programa PRIMER3 (ROZEN; SKALETSKY,
1999) foi usado no desenho, com o0s seguintes parametros: (1) tamanho do
fragmento amplificado variando entre 150 e 250 pb; (2) tamanho entre 18 e 22 pb;
(3) temperatura de anelamento entre 57°C a 60°C; (4) variagdo maxima de
temperatura entre forward e reverse de 3°C; (5) percentual de CG entre 40 a 60%;
(6) maxima complementaridade interna de 5 e maxima complementaridade na
porcao 3’; e (7) exclusédo de iniciadores com trés ou mais bases adenina ou timina
na porcdo 3. O programa GENERUNNER versdo 3.05 (HASTINGS SOFTWARE
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INC., 1994) foi usado para verificar a probabilidade de formac&o de estruturas

secundarias (hairpins e loops). Os iniciadores escolhidos para serem sintetizados

foram os que apresentaram pouca ou nenhuma probabilidade de ocorréncia de
estruturas secundarias. (AG inferior a — 2; BRESLAUER et al.; 1986). Apos
finalizado o desenho, 22 pares de iniciadores foram selecionados para serem

sintetizados (Tabela 2.2).

Tabela 2.2 - Iniciadores de Microssatélites para manga (Mangifera indica)

Loco Forward Reverse Motivo
Mind22 GCATGTTTAATAATATATAGATAA CTGGGAAGAACAAAGGAT (AC)12
Mind23 CCAAGAAGTCCCTCGTCAT GAAAGCCAGCATCAGAAAC (CAG),
Mind24  ACTAAGAGCAAAGTGTGTGTGT CATGACTCTATCTGGGCAGT (GT)g
Mind25 CGCCGATTCAAACTCAAG TAACAACCGCAACGCTTTA (GT)g
Mind26 AAACAGGTGGGTGTGATCC GCGTTGGTCCCTTCAAGT (AC)12
Mind27 ACCTAGCCTGAGAAATCC ACAAGGAGGGGAATATGA (CA)10(AT)5
Mind28 GCTATACACACACATATAAATAA CGGGATTAGGTTTTGTTA (TAAA); (AC)10
Mind29 GCCTAACTCTTCGGAAATGG CTGTCTGTGTGTGGTTGAATGA (TG)1z
Mind30 GCAATTTGGGTGTTGGAT GCGAGAGTGTCTATGCGAG (CMwu
Mind31 AAGAGCCAGAACAGGGAC GCCTTCCAATTTTATGC (AC) 16
Mind32 CCTGATACACAATAAAAATAGTAATA TGACCCTTTGCCTAGCTT (AT)6(GT)17
Mind33 AAGAGCCAGAACAGGGAC GCCTTCCAATTTTATGC (AC)11
Mind34 GAAGTTTTCCTGTGGCAG AAATAAGGTACGGCGAAT (TG),
Mind35 CGCCGATTCAAACTCAAG GCCACTCCGCAAACTAAA (TG)g
Mind36 TGGTTTGGTGGGGACATT GGTGCTTAAAAGATGTTGGTG (TG)11
Mind37 CTCTTCCTAAGTCCCCAA GTGCCTGTCATTGTTGAA (GA)
Mind38 GCACAGAAGCACAGAAGTGT ATTCAACCGACGAAGAGG (AC)sGT(AC)3G(CA)s
Mind39 ACGGAGAAACAGAGCCA TCAAGTGAAGCTGAGCAC (GT)7(GA)sGG(GA)10
Mind40 TCTTTCACAGATTTTCCTGC TGTGGCAATATGGGATGTC (TG)o
Mind41 CTCATCTTCTGCGACCAA GTACGTGTTTCTGACTTTCC (TG)7 (TG)15
Mind42 TTCCCGCTCACCAATTAT TGGACGATGCTCTTTTCTC (TA)sCATAT(AC)11
Mind43 AGCAATCAAGCATCAAGAAT TCCCACAGTACAAGCACAGA (AC)sAT(AC)4G(CA)4
Mind44  TGATGGAGAAGTAAATGGATGC TTGAGTGGAGGTTGAAAAGC (TAA)s

2.2.7 Otimizag&o dos iniciadores

Todos os iniciadores foram testados com a mesma concentragdo. Os

reagentes para PCR foram: tampédo 1X (Fermentas Life Science); 1,5 mM MgCl,
(Fermentas Life Science); 0,3 mM de dNTP (Fermentas Life Science); 0,2 uM de
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iniciadores forward e reverse; 1 U Taq polimerase caseira ou Fermentas Life Science
e 10ng de DNA; volume final de 20 pL. As reacdes de otimizagao foram realizadas
em termociclador BIO-RAD MyCycler, o programa utilizado para os testes de
amplificacdo dos iniciadores foi especifico com desnaturacéo inicial a 95°C por 5
min; 33 ciclos a 94°C por 1 min, temperatura de anelamento variando de 65°C até
45°C por 1min (temperatura de anelamento especifica para cada reacdo de teste) e
72°C por 1min; e extenséo final a 72°C por 10min.

As amplificacbes das reacdes foram visualizadas por meio de
eletroforese em gel de agarose 1,5%, TBE 1X (100V), corado com SYBR Safe, os
tamanhos dos alelos foram estimados comparado com marcador de peso molecular
de 100 bp (Fermentas Life Science). Os produtos das reacdes foram selecionados
quando visualizada uma uUnica banda, com tamanho de alelo aproximado ao
desenho prévio do par de iniciadores. Depois foi testado em gel de poliacrilamida 7%

com o intuito de observar a existéncia de polimorfismo nos novos locos.

2.2.8 Gel de poliacrilamida, eletroforese, coloracd 0 e genotipagem

A finalizacdo da otimizacdo dos iniciadores e genotipagem dos 32
acessos de mangueira foi realizada por meio de eletroforese em gel 7% de
poliacrilamida desnaturante (CRESTE et al., 2001) com modificacdes. Apoés
procedimento de preparo do gel e polimerizagdo do mesmo. O gel foi colocado em
cuba vertical de eletroforese e foi realizado uma pré-corrida a 70W (150mA e
3.500V) em fonte de alta voltagem (GE), TBE 1X, por 30 min para aquecimento do
gel. As amostras foram preparadas com 5 pL de reacédo de PCR e 2,5 pL de tampéo
desnaturante (95% de formamida, 10 mM NaOH, xileno cianol 0,05%, azul de
bromofenol 0,05% e 20 mM EDTA) e desnaturadas a 95°C por 5 min e mantidas em
gelo até o carregamento no gel. A corrida de eletroforese do gel ocorreu a 70 W em
cerca de 4 horas, o tempo de corrida variou dependendo do tamanho do alelo
esperado.

Para visualizagdo dos resultados da corrida de eletroforese foi feita a
coloracdo de acordo com Sanguinetti, Dias Nero e Simpson (1994) com
modificacdes. Os tamanhos dos fragmentos foram determinados com base no

padrao molecular 10 bp DNA Ladder (Invitrogen).
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2.2.9 Andlise dos locos microssatélites de mangueir a

ApoOs a otimizacdo dos marcadores microssatélites calculou-se o PIC
(Polymorphic information content) para cada loco. O PIC, descrito por Botstein et al.
(1980), é um indicador da qualidade do marcador molecular em estudos genéticos.
Segundo a classificagcado deste autor, marcadores com valores de PIC superiores a
0,5 séo considerados muito informativos, com valores entre 0,25 e 0,50 mediamente
informativos, e com valores inferiores a 0,25 pouco informativos.

A estimacao das frequéncias alélicas, o numero de alelos por loco (A),
a heterozigosidade observada (H,) e heterozigosidade esperada (He) foi calculada
utilizando o programa PowerMarker v3.25 (LIU, 2006). A heterozigosidade

observada € a proporcéo de individuos heterozigéticos nas amostras da populacéo.

2.3 Resultados e Discussao

2.3.1 Extracdo de DNA do germoplasma de Mangueira

A extracdo de DNA utilizou um maior percentual de CTAB 3%, NaCl
5% e B-mercaptoetanol 0,005% proporcionaram um precipitado final com coloragéo
de branco a transparente, com baixa quantidade de polissacarideos e sem
contaminacdo de compostos fenolicos. Estes compostos fendlicos estédo
frequentemente presentes em folhas e podem comprometer a qualidade do DNA, o
transporte por um periodo superior a 24 horas e condicionamento ndo apropriado €
um fator que pode compremeter a qualidade do material foliar. Neste caso as folhas
passaram mais de 72 horas sofrendo com variacbes de temperatura que poderiam
comprometer a qualidade do DNA no resultado final da extracdo de DNA. Para efeito
ilustrativo, a qualidade e concentracdo do DNA extraido de 21 cultivares escolhidos
aleatoriamente, ainda sem tratamento com RNAse podem ser observados na Figura
2.1
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Figura 2.1 - Extracdo de DNA CTAB 3% de cultivares de mangueira (Mangifera indica) do banco de
germoplasma da Embrapa Semiarido. A qualidade e concentracdo do DNA foi comparada
com padrfes de 25 ng (A1), 50 ng (A2), 100 ng (A3), 150 ng (A4), 200 ng (A5) de DNA do
fago A, em eletroforese em gel de agarose 1,0%, TBE 1X (120V), corado com SYBr safe

2.3.2 Enriquecimento da biblioteca gendmica e desen  ho dos iniciadores

A partir da biblioteca gendbmica com microssatélites de mangueira
construida foram obtidas e sequenciadas 95 col6nias. Em apenas 16 coldnias néo
foram encontrados motivos microssatélites. Observa-se o0 elevado percentual de
enriquecimento (75,78%).

Um total de 80 microssatélites foram identificados, sendo que apenas
43 motivos apresentaram microssatélites com tamanho superior a sete repetices e
este foram dinucleotideos (39%), 4 repeticbes trinucleotideos (3%) e 4 repeticdes
para hexanucleotideos (1%). A maioria dos motivos com microssatélites foram
dinucleotideos, seguido de trinucleotideos e hexanucleotideos respectivamente
(Figura 2.2).
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Figura 2.2 — Percentual de motivos de microssatélites encontrados na biblioteca
gendmica construida para Mangifera

Da biblioteca gendmica gerada, foram desenhados 23 marcadores
SSR apresentados na tabela 2.2, por apresentarem boa qualidade no
sequenciamento, bons motivos de microssatélites e viabilidade para o desenho dos
iniciadores sem problemas de formacdo de estruturas secundérias que poderiam
atrapalhar a amplificacdo da PCR referente ao fragmento de microssatélite de

interesse.
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2.3.3 Condicao de amplificacdo e otimizacdo dos ini  ciadores de microssatélites
Os marcadores desenvolvidos e sintetizados para o presente estudo

foram inicialmente testados em diferentes temperaturas de anelamento, com mesma

concentracéo de reagentes e DNA. Isto pode ser observado na Figura 2.3.

- By
Mind22 Mind23 Mind24  Mind25 Mind26  Mind27 Mind28 Mind29 Mind30

Mind22 Mind23 Mind24 Mind25 Mind26 Mind27  Mind28 Mind29  Mind30

Mind22 Mind23 Mind24 Mind25 Mind26 Mind27 Mind28 Mind29 Mind30

Ladder100pb

TM600C

Figura 2.3 — Amplificacdo com 3 genétipos de mangueira, diferentes temperaturas de anelamento, (A)
64°C, (B) 62°C, (C) 60°C e nove locos (Mind22, Mind23, Mind24, Mind25, Mind26,
Mind27, Mind28, Mind29, Mind30)
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Pode observar-se com a diminui¢do da temperatura de anelamento que
os locos de microssatélites amplificaram com maior frequéncia e intensidade. A
temperatura de anelamento em que houve maior numero de amplificacdo dos locos
de microssatélites foi a Tm 60°C. As amplicagdes de alguns locos de microssatélites

podem ser visualizados na Figura 2.3 e na Tabela 2.2.

2.3.4 Caracterizacao dos locos microssatélites

Uma populacéo teste contendo 30 variedades de mangueira e mais
duas espécies Mangifera odorata e Mangifera foetida foram usadas para analisar a
informatividade dos novos locos e se estes poderiam ser utilizados para a
caracterizacado do Banco de germoplasma de mangueira da Embrapa para estimar o
polimorfismo e os parametros genéticos (Tabela 2.2). Para os locos foi estimado
nimero médio de alelos por Iloco, heterozigozidade observada (Ho),
heterozigosidade esperada (He) e PIC.

Um total de 117 alelos foi observado. A média de alelos observados
por loco foi de 5,52 com maximo de 8 alelos para o Min31 e apenas os locos Mind23
e Mind38 foram monomorficos. O PIC médio foi 0,621; com ampla variacao de 0,165
(Mind34) a 0,792 (Mind36) (Tabela 2.3). Apenas 4 locos foram considerados ndo
informativos ou moderadamente informativos. Isto evidencia a alta qualidade dos
locos desenvolvidos e que os mesmos poderdo ser usados em estudos genéticos. E
importante ressaltar que mesmo os microssatélites pouco informativos podem ser
Uteis quando utilizados em todo o Banco de germoplasma ou em outras cole¢fes de
mangueira.

A heterozigozidade esperada teve média de 0,655 com amplitude de
0,187 para o loco Min34 e 0,820 para o loco Min36. Resultados similares foram
observados com locos desenvolvidos por outros autores como DUVAL et al. (2005);
VIRUEL et al. (2005); HONSHO et al (2005). Um trabalho mais recente desenvolvido
por Ravishankar et al. (2011) disponibilizou 36 novos locos microssatélites. No
estudo foi utizada uma populacdo com 30 cultivares (Mangifera indica) e mais 5
espécies diferentes e um total de 313 alelos foram observados. Com média de alelos
por loco de 9,2, com maximo de 19 alelos e minimo de 3 alelos. A média da
diversidade génica foi de 0,728 e PIC médio de 0,687 estes resultados sdo bem

similares com os desenvolvidos no presente trabalho (Tabela 2.3). Pode-se ressaltar
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que a India é o centro de origem da espécie, sendo esperado haver uma grande
variabilidade nos gendtipos. E também foram usadas mais cinco espécies de
Mangifera diferentes e possivelmente, isto eleva a probabilidade de polimorfismo dos
locos e consequentemente a média da diversidade génica e o nivel de informacao
(PIC) dos locos desenvolvidos. No trabalho de Chiang et al. (2012) também
desenvolvido na regido da Asia especificamente em Taiwan mais 20 locos foram
disponibilizados aos programas de melhoramento genéticos e estudos populacionais
de mangueira. Os locos de microssatélites foram testados quanto ao poder
informativo e foram observados médias de alelos por loco de 2,68, com diversidade
génica de 0,756 e PIC de 0,525.

Pode-se lembrar de que o Brasil ndo é centro da origem da espécie.
Portanto, os locos desenvolvidos sdo igualmente ou mais informativos que o0s
disponiveis na literatura. E apresentam qualidade suficiente para serem usados para
estimar os parametros genéticos do Banco de Germplasma de mangueira da
Embrapa.

Os primers de microssatélites desenvolvidos para Mangifera indica
apresentaram 100% de amplificacdo quando testados com Mangifera odorata e
Mangifera foetida demonstrando transferibilidade interespecifica dos locos
desenvolvidos e podem futuramente ser utilizados para estudos populacionais e
melhoramento genético, e utilizacdo de outras espécies de Mangifera no

melhoramento.
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Tabela 2.3 — Pardmetros de diversidade e polimorfismo utilizados para a descricdo de locos SSR em

Mangueira
Locos Motivo Amplitu  Nde T(°C) He Ho PIC
de alelos
alélica
(pb)
Mind22 (AC)12 180-190 4 56°C 0,4232 0,3667 0,4463
Mind23 (CAG), 193 1 64°C 0,000 0,000 0,000
Mind24 (GT)s 147-163 6 65°C 0,6203 0,1333 0,6122
Mind25 (GT)g 182-192 5 60°C 0,7723 0,8667 0,7226
Mind26 (AC)12 161-172 5 64°C 10,7395 0,4667 0,6717
Mind27 (CA)10(AT)s 162-185 6 60°C 10,6927 0,7333 0,6403
Mind28 (TAAA); (AC)10 250-258 2 56°C 0,2350 0,2667 0,000
Mind29 (TG)13 220-238 5 60°C 0,6831 0,1429 0,6454
Mind30 (CDus 150-170 6 62°C 0,7519 0,8846 0,7302
Mind31 (AC)16 252-275 8 60°C 0,8058 0,7931 0,7778
Mind32 (AT)6(GT)17 200-222 7 60°C 0,8068 0,3333 0,7791
Mind33 (AC)11 255-275 7 60°C 0,8201 0,6071 0,7824
Mind34 (TG); 194-205 3 60°C 0,1876 0,000 0,1658
Mind35 (TG)g 202-212 5 60°C 0,7966 0,8333 0,7485
Mind36 (TG 175-190 7 60°C 0,8237 0,7333 0,7925
Mind37 (GA)20 172-200 7 58°C 10,7424 0,6333 0,6806
Mind38 (AC)sGT(AC);G(CA)s 177 1 60°C 0,000 0,000 0,000
Mind39 (GT)7(GA)sGG(GA)4 208-227 5 60°C 0,7429 0,5667 0,7008
Mind40 (TA)L(TG)o 212-226 5 60°C 0,7305 0,6667 0,6780
Mind41 (TG)7 (GA)15 190-242 6 64°C 0,8004 0,5517 0,7606
Mind42 (TA)sCATAT(AC)1, 234-270 7 60°C 10,7864 0,4483 0,7420
Mind43  (AC)sAT(AC)4(CA)4(TA)s 205-230 7 62°C 10,7424 0,6333 0,6815
Mind44 (TAA)s 203-207 2 62°C 0,3254 0,0667 0,2834

Média 5,52 0,6552 0,4966 0,6210
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3 DIVERSIDADE E ESTRUTURA GENETICA DO BANCO DE
GERMOPLASMA BRASILEIRO DE MANGUEIRA

Resumo

O conhecimento da diversidade e estrutura genética em espécies
frutiferas e perenes em bancos de germoplasma é necessario e importante pelo
longo e oneroso processo de melhoramento. O banco de germoplasma da Embrapa
Semiarido contém 151 acessos de mangueira que foram estudados com objetivo de
estimar a diversidade e estrutura genética molecular e simular a constru¢do de uma
colecao nuclear. A caracterizagdo molecular foi realizada com base em 20 locos de
microssatélites gendmicos e foram detectados 144 alelos, 25 dos quais privados. O
namero de alelos por marcador variou de 2 a 12, com média de 7,2 alelos. A
diversidade génica média para os acessos foi de 0,689. As analises genéticas
classificaram os acessos em dois grupos um formado pelos acessos brasileiros e
outro formado pelos novos hibridos e cultivares americanos.

Palavras-chave: Mangifera indica; Microssatélites; Manga; Cole¢&o nuclear

Abstract

Knowledge of the genetic diversity and structure in germplasm
perennial fruit trees is necessary and important for breeding process. The Embrapa
Semi-Arid germplasm bank contains 151 landraces of mango. We have studied the
mango germplasm to estimate the molecular genetic diversity, structure and also to
form a core collection. Molecular results were based on 20 genomic microsatellites
loci, and 144 alleles were detected being 25 private alleles. The number of alleles per
molecular marker ranged from 2 to 12, with an average of 7.2 alleles. The average
gene diversity for mango landraces was 0.689. The genetic analyses divided the
mango landraces into two groups. One group was formed by Brazilian cultivars and
the other was formed by the new hybrids and Florida cultivars.

Keywords: Mangifera indica; Microsatellites; Mango; Core colleciton

3.1 Introdugéo

A producdo mundial de manga € estimada em 27 milhdes de toneladas,
e é considerada a segunda fruta tropical mais importante no mundo. A producdo
dessa fruta € a quinta maior estando atras apenas de banana, uva, maca e laranja.
A india, China, Tailandia, México, Paquistdo e Indonésia sdo responséaveis por mais
de 75% da producdo mundial da cultura, somente a india é responséavel por 40% da
producdo (VIRUEL et al., 2005; BALLY; LU; JOHNSON, 2009). De acordo com
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Wyzykowsky et al. (2002) o México, Brasil, Paquistdo, Filipinas, india e Holanda s&o
responsaveis por quase 70% das exportagcbes mundiais de manga, o México é o
principal exportador.

O Brasil € 0o sétimo maior produtor de manga no mundo com uma
producédo de 1.546.000 toneladas no ano de 2007 e o primeiro em produtividade por
hectare (17 t/ha FAO, 2009). Em 2009 a producao, segundo a Embrapa, foi de
1.197.694 toneladas (EMBRAPA, 2010). As regibes com maior producdo sao a
regido Nordeste com 73,41%, seguido pela regido Sudeste com 24,83%. E a fruta
tropical mais aceita pelo mercado consumido pelo sabor agradavel e valor nutricional
(DONADIO; FERREIRA, 2002).

Para as cultivares de mangueira verifica-se que a variabilidade
genética pode ser observada para caracteres fisiologicos, morfolégicos e
agrondmicos. Esta é importante em todo o processo de melhoramento genético, que
por sua vez, depende da amplitude da base genética disponivel, sendo influenciada
pelo acervo de recursos Uuteis disponiveis, na forma de materiais coletados e
caracterizados, mantidos nos bancos de germoplasma. A capacidade de acessar
esses genotipos portadores de variabilidade, por coleta ou por intercambio, é o fator
fundamental para o sucesso de qualquer programa de melhoramento genético
vegetal (QUEIROZ; LOPES, 2007).

A manga € classificada com base no tipo de desenvolvimento
embrionario: a manga monoembribnica apresenta um unico embrido produzido por
semente, e mangueiras poliembridnicas ha a formacado de embrides nucelares em
gue se desenvolvem por superbrotamento e sdo produzidos na fase de germinacgéo
(KNIGHT; SCHNELL, 1994).

Os frutos de mangueira mais cultivados e comercializados
internacionalmente tem origem na Florida ou foram derivados destes cultivares. E as
cultivares com maior aceitacdo sdo Tommy Atkins, Haden, Kent, Keitt e Palmer. O
fato desses frutos apresentarem caracteristicas coloracdo forte (avermelhados) e
vida atil mais longa. Esta ultima caracteristica permite a exportacdo para todos os
continentes do mundo. Outro mercado de interesse e que esta se desenvolvendo é a
producdo para mercados proximos o que viabilizou a producdo de cultivares como
Carabao das Filipinas e Sindri de origem Paquistanesa; esses frutos sdo mais
pereciveis que os de origem da Florida, mas suportam o transporte regional sem
grande perda na qualidade do fruto (BALLY; LU; JOHNSON, 2009).
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A caracterizacdo molecular da diversidade genética no germoplasma
pode fornecer dados Uteis para auxiliar o melhorista na selecdo de genitores de
populacdes basicas para estabelecer o programa de melhoramento. Tais
populacdes sédo formadas pelo cruzamento de materiais superiores, objetivando-se
frequentemente a maximizagdo da distancia genética com a finalidade de
recombinar genes ou complexos génicos em novas combinac¢des génicas favoraveis
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Segundo Frankel (1984) a diversidade genética contida nos acessos
dos bancos de germoplasma continua a ser um desafio significativo. O conceito de
colecdo nuclear foi desenvolvido hd mais 25 anos para facilitar o acesso a
diversidade de uma amostra que possa ser melhor gerenciada e caracterizada antes
de voltar a explorar mais amplamente outros genaotipos. A légica das colecdes
nucleares foi exaustivamente discutida e para muitas espécies levou a subconjuntos
de germoplasma contendo trés mil acessos ou mais. Na prética, as colecdes
nucleares com milhares de acessos torna seu uso em programas de melhoramento
genético muito trabalhoso e inviavel, e como consequéncia os curadores tém
preferido centrar-se em dezenas a centenas de acessos.

A Embrapa Semiérido em parceria com o Departamento de Genética
da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” buscaram estudar o Banco de
germoplasma de mangueira Brasileiro. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi
estimar a diversidade, estrutura genética e propor uma colecao nuclear utilizando

informacdes de locos microssatélites.

3.2 Material e Métodos

3.2.1 Material Vegetal

Foram analisados 150 acessos de mangueira do Banco de
germoplasma (BAG) da Embrapa Semiarido e mais um porta enxerto usado nas
plantacbes de mangueira comercial no estado de S&o Paulo (Tabela 3.1), o BAG é
constituido por varios acessos nédo repetidos vindo de diferentes regides e paises.
Para as analises genéticas foram coletadas 6 folhas de cada acesso. Estas foram
acondicionadas em freezer -20°C e liofilizadas no Laboratério de Diversidade

Genética e Melhoramento, do Departamento de Genética da ESALQ/USP. Apds
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esta etapa o tecido foliar dos genétipos foi triturado em moinho de faca e
armazenado em frascos plasticos devidamente identificados em temperatura

ambiente.
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Tabela 3.1 - Acessos de Mangueiras do Banco de germoplasma da Embrapa Semiarido utilizados
no estudo da diversidade e estrutura genética

(continua)

N° Acesso Embrionia Origem
1 CiProc 06/85 Desconhecida Brasil

2 Hilda Pred. Poliembridonica  Brasil

3 Simmonds Monoembridnica Florida (USA)
4  Juazeiro Il Monoembridnica Brasil

5 Kensington Poliembridnica Australia

6 Juazeiro VI Poliembridnica Brasil

7 Recife Monoembridnica Brasil

8 Amrapalli Monoembridnica india

9 Manga D’'agua Poliembridnica Brasil

10 65 Pred. Poliembrionica  Florida (USA)
11 Mallika Monoembridnica india

12 Edward Monoembridnica Florida (USA)
13 Salitre Pred. Poliembriénica  Brasil

14 Scuper Many Monoembridnica Florida (USA)
15 Dama de Ouro Monoembridnica Brasil

16 Smith Pre. monoembriénica Florida (USA)
17 Tyler Premier Monoembridnica Africa do Sul
18 Juazeiro VII Brasil

19 Haden 2H Monoembridnica Florida (USA)
20 Juazeiro Il Poliembridnica Brasil

21 CPR Pred. Poliembriénica  Brasil

22 Surpresa Poliembridnica Brasil

23 Pingo de Ouro Monoembridnica Brasil

24 Keitt Monoembriénica Florida (USA)
25 Haden Monoembridnica Florida (USA)
26 Mastruz Poliembridnica Brasil

27 Espada Itaparica Poliembridnica Brasil

28 Princesa Pred. Poliembridonica  Brasil

29 Rosary Poliembridnica Brasil

30 Kent Monoembribnica Florida (USA)
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Tabela 3.1 - Acessos de Mangueiras do Banco de germoplasma da Embrapa Semiarido utilizados no

estudo da diversidade e estrutura genética

(continuacao)

N° Acesso Embrionia Origem
31 Macga Pre. monoembriGnica Brasil

32 Mangifera odorata Borneo

33 Santa Alexandrina Monoembridnica Brasil

34 Espada 35 Poliembridnica Brasil

35 Nego nao chupa Monoembribnica Brasil

36 Imperial I Desconhecida Brasil

37 Manguito Poliembridnica Brasil

38 Olour Monoembridnica india

39 Péssego DPV Pred. Poliembribnica Brasil

40 Alice Monoembridnica Brasil

41 Papo de Peru ll Desconhecida Brasil

42  Umbu Monoembridnica Brasil

43 Imperial Brasil

44  Amarelinha Monoembridnica Brasil

45 Carlotéo Monoembridnica Brasil

46 R2E2 Poliembridnica Brasil

47 Joa Pred. Poliembriénica  Africa do Sul
48 Juazeiro IV Poliembridnica Brasil

49 Maya Monoembriénica Israel

50 Celebration Desconhecida Australia

51 Langra Monoembribnica India

52 Néldica Pred. Poliembriénica  Africa do Sul
53 Ruby Monoembridnica Florida (USA)
54  Florigon Monoembridnica Florida (USA)
55 Calmon Monoembridnica Filipinas

56 Eldon Monoembridnica Florida (USA)
57 Haden rosa Monoembridnica Brasil

58 Ametista Pred. poliembriénica  Brasil

59 BRS-Omega Pred. Poliembriénica  Brasil

60 Alphonso Monoembribnica India



53

Tabela 3.1 - Acessos de Mangueiras do Banco de germoplasma da Embrapa Semiarido utilizados no
estudo da diversidade e estrutura genética

(continuagao)

N° Acessos Embrionia Origem
61 Bhadauram Desconhecida india

62 Pingo de Ouro DPV Monoembribnica Brasil

63 Irwin Monoembribnica Florida (USA)
64 Black Java Poliembridnica Austrélia

65 Lita Monoembribnica Brasil

66 Coracdo Magoado Pred. Poliembridnica Brasil

67 Heidi Monoembridnica Africa do Sul
68 M-13269 Monoembridnica Brasil

69 Rosa Poliembridnica Brasil

70 Caxanga Poliembridnica Brasil

71 Bonita Pred. Poliembridnica Brasil

72 Primor de Amoreira Poliembridnica Brasil

73 Espada Ouro Pred. Poliembriénica Brasil

74 Comprida roxa Monoembribnica Brasil

75 Parwin Monoembribnica Florida (USA)
76 Palmer Monoembribnica Florida (USA)
77 Morais Pred. Poliembridnica Brasil

78 Tommy Atkins Monoembribnica Florida (USA)
79 Chené Monoembridnica Africa do Sul
80 Duncan Pred. Monoembriénica  Florida (USA)
81 Alfa Desconhecida Brasil

82 Beta Desconhecida Brasil

83 Malindi Pred. Poliembridnica Africa do Sul
84 Espada Manteiga Pred. Poliembribnica Brasil

85 Extrema Pred. Monoembribnica  Brasil

86 Péssego Desconhecida Brasil

87 Espada Pred. Poliembribnica Brasil

88 Torbet Pred. Poliembri6nica Florida (USA)
89 Momi-K Monoembribnica Florida (USA)
90 JuazeiroV Desconhecida Brasil
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Tabela 3.1 - Acessos de Mangueiras do Banco de germoplasma da Embrapa Semiarido utilizados no

estudo da diversidade e estrutura genética

(continuagao)

N° Acesso Embrionia Origem
91 Manilla Pred. Poliembridnica Filipinas

92 Manzanillo Pred. Monoembridnica Mexico

93 Mangifera similis Desconhecida Tailandia

94 Ipucaba Pred. Monoembribnica Brasil

95 Mangifera foetida Tailandia

96 Foice Poliembridnica Brasil

97 Espada vermelha Pred. Poliembribnica Brasil

98 Mona Mon_DCG407 Desconhecida Brasil

99 Himba Brasil

100 Zill Monoembribnica Florida (USA)
101 Winter Monoembribnica Florida (USA)
102 Itamaraca Monoembridnica Brasil

103 Bourbon Monoembribnica Brasil

104 Apple DCG Poliembridnica Tailandia
105 Brasil Poliembridnica Brasil

106 Ataulfo Poliembridnica Mexico

107 Omega Desconhecida Brasil

108 Da porta Monoembribnica Brasil

109 Dashehari Monoembridnica india

110 Van Dyker Monoembribnica Florida (USA)
111 Uba Pred. Poliembridnica Brasil

112 Carabéo Pred. Poliembridnica Filipinas
113 Papo de Peru | Poliembriénica Brasil

114 Chino Pred. Poliembridnica Brasil

115 Favo de Mel Monoembridnica Brasil

116 CPAC 07/66-86 Desconhecida Brasil

117 CPAC 10/2786 Desconhecida Brasil

118 CPAC 10/4486 Desconhecida Brasil

119 CPAC 09/137-86 Desconhecida Brasil

120 Itidba Poliembridnica Brasil
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Tabela 3.1 - Acessos de Mangueiras do Banco de germoplasma da Embrapa Semiarido utilizados no
estudo da diversidade e estrutura genética
(concluséo)

N° Acesso Embrionia Origem
121 CPAC 71/86 Desconhecida Brasil
122 CPAC 16/94 Desconhecida Brasil
123 CPAC 225/94 Desconhecida Brasil
124 CPAC 263/94 Desconhecida Brasil
125 CPAC 22/93 Desconhecida Brasil
126 CPAC 11136/93 Desconhecida Brasil
127 CPAC 165/93 Desconhecida Brasil
128 CPAC 136/86 Desconhecida Brasil
129 CPAC 140/86 Desconhecida Brasil
130 Manga Verde Desconhecida Brasil
131 Rosa 46 Desconhecida Brasil
132 Espada Rosa Desconhecida Brasil
133 Mona Mon I Desconhecida Brasil
134 CPAC 93/86 Desconhecida Brasil
135 Ouroporanga Desconhecida Brasil
136 Boarolo Desconhecida Brasil
137 Chinesa (Tinfan) Desconhecida Brasil
138 Doce Leite Desconhecida Brasil
139 Rosa 36 Desconhecida Brasil
140 Natalina Desconhecida Brasil
141 Manga Preta Desconhecida Brasil
142 Lira Desconhecida Brasil
143 Azenha Desconhecida Brasil
144 Berton Desconhecida Brasil
145 Carlotinha Desconhecida Brasil
146 Espada Vermelha Desconhecida Brasil
147 Coquinho Desconhecida Brasil
148 Ribeiro Desconhecida Brasil
149 Rosa 2 Desconhecida Brasil
150 Roxa Desconhecida Brasil
151 Porta enxerto Desconhecida Brasil
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3.2.2 Genotipagem da populacdo de mangueira

Inicialmente foram realizadas as extracbes de DNA com método CTAB
3% (KHAN et al., 2007). As concentracdes dos DNAs extraidos foram estimadas em
eletroforese em gel de agorose 1% comparados com DNA do fago Lambda de
concentragdo conhecidas. E em seguida, os DNAs foram diluidos para concentracéo
de 10ng/pl. Os locos de microssatélites foram desenvolvidos no Laboratério de
Diversidade Genética e Melhoramento da ESALQ/USP e selecionados baseados no
valor do PIC (Polymorphism information content) para cada loco.

As reagOes de amplificacdo dos locos foram conduzidas em volume
final de 20 pl. Contendo tampé&o 1X, 1,5 mM MgCl,, 0,3 mM de dNTP, 0,2 pM de
iniciadores forward e reverse; 1 U Taq polimerase caseira ou Fermentas Life Science
e 10ng de DNA molde. O programa utilizado para os testes de amplificacdo dos
iniciadores foi especifico com desnaturacio inicial a 95°C por 5 min; 33 ciclos a 94°C
por 1 min, temperatura de anelamento variando de 65°C até 45°C por 1min
(temperatura de anelamento especifica para cada reacdo de teste) e 72°C por 1min;
e extensao final a 72°C por 10min.

Os produtos das reacdes foram visualizados em gel de poliacrilamida
6% com 7M de uréia para detectar o polimorfismo dos locos de microssatélites. Os
tamanhos dos alelos foram estimados comparando marcador de peso molecular
ladder de 10 pb.

Analise dos dados

O programa PowerMarker foi utilizado para estimacdo da diversidade
genética: numero de alelos por loco, frequéncia alélica, diversidade génica,
heterozigozidade e PIC (LIU; MUSE, 2005). Os alelos privados foram estimados
pelo programa GDA (LEWIS, ZAYKIN, 2002). O calculo da matriz de distancia
genética de Rogers modificada por Wright (1978) (Rogers-W) foi realizada no
programa NTSYSpc (ROHLF, 2000), em seguida, realizou-se a construcdo do
dendrograma pelo método de agrupamento Neighbor Joining. Foi utilizado o
programa DARwin para construcdo do dendrograma e testar a estabilidade dos
agrupamentos por meio de 10.000 reamostrangens bootstrap (PERRIER;
JACQUEMOUD-COLLET, 2006).
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A andlise de coordenadas principais (PCoA) construida com a matriz
identidade com o auxilio dos subprogramas DCENTER, EIGEN e MXPLOT do
programa NTSYS-pc (ROHLF, 2000).

O programa STRUCTURE (PRITCHARD; STEPHENS; DONNELLY,
2000) realizou a andlise de estrutura populacional entre os acessos. Os parametros
utilizados foram burn-in de 300.000 seguido por 500.000 iteracdes, no modelo no
admixture com frequéncias alélicas independentes. Os valores de K de 1 a 10 foram
testados, com 20 iteracdes independentes para cada agrupamento. A determinacao
do numero K mais provavel foi realizado utilizando o método de Evanno, Regnaut e
Goudet (2005).

A simulacdo da amostragem da colecédo nuclear foi obtida por meio do
programa PowerCore descrito por Kim et al. (2007) em que foi utilizada uma
estratégia M implementada através de um algoritmo heuristico modificado para
maximizar o numero de alelos detectados por marcadores moleculares. O
PowerCore também estimou os indices de diversidade de Shannon Weaver e de Nei
para cada marcador molecular na colecdo original e na colecdo nuclear. Em
seguida, a colec&o nuclear foi comparada com a colecao original para avaliar a sua
representatividade.

3.3 Resultados e Discussao

3.3.1 Caracterizagdo molecular

Para estimar a diversidade e estruturacdo genética foram utilizados 20
locos de microssatélites analisados previamente. Dois locos monomoérficos (Mind23
e Mind38) foram descartados e o loco Mind28 foi rejeitado por apresentar problemas
de amplificacdo quando utilizados nos 151 genotipos.

Considerando-se os 151 acessos de mangueira (150 acessos da
Embrapa Semiarido mais um porta enxerto usado na regido produtora do Estado de
Sé&o Paulo), foi observado um total de 144 alelos no total (tabela 3.2). O loco com
maior numero de alelos foi o Mind32 com 12 alelos e o com menor numero foi o
Mind44 com apenas dois alelos. A frequéncia alélica para o conjunto dos cultivares
de mangueira variou entre 0,003 a 0,912 (tabela 3.2), os locos Mind34, Mind44 e o
Mind22 apresentaram maiores frequéncias alélicas 0,912 (1:0,912), 0,832 (1:0,832)
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e 0,667 (1:0,667) respectivamente, essa propor¢cdo demonstra grande probabilidade
de fixacao dos alelos presentes no BAG.
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Tabela 3.2 — Frequéncia alélica para o Banco de Germoplasma de mangueira (Mangifera indica)

(continua)
Loco Alelo N Frequéncia alélica
Mind22 180 149 0,077
182 0,047
185 0,097
190 0,667
193 0,111
Mind24 145 146 0,044
147 0,113
149 0,003
150 0,024
152 0,052
157 0,048
159 0,517
163 0,198
Mind25 180 146 0,014
182 0,253
185 0,175
188 0,356
190 0,096
192 0,106
Mind26 158 148 0,003
160 0,007
162 0,355
164 0,074
169 0,307
170 0,247
190 0,003
193 0,003
Mind27 160 137 0,073
162 0,179
164 0,387
166 0,022
170 0,266
174 0,003
178 0,120
185 0,015
Mind29 218 142 0,023
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Tabela 3.2 — Frequéncia alélica para o Banco de Germoplasma de mangueira (Mangifera indica)

(continuacao)

Loco Alelo N Frequéncia alélica
220 0,057
224 0,193
230 0,303
234 0,140
238 0,227
252 0,057
Mind30 145 141 0,007
150 0,145
155 0,028
158 0,078
160 0,280
163 0,057
165 0,227
168 0,046
170 0,131
Mind31 252 146 0,007
260 0,294
262 0,109
264 0,103
268 0,072
270 0,336
275 0,034
280 0,044
Mind32 188 150 0,007
190 0,050
200 0,197
204 0,113
208 0,273
210 0,237
212 0,050
222 0,027
230 0,007
238 0,003
245 0,023
262 0,013
Mind33 248 139 0,040
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Tabela 3.2 — Frequéncia alélica para o Banco de Germoplasma de mangueira (Mangifera indica)
(continuacao)

Loco Alelo N Frequéncia alélica
255 0,227
257 0,140
261 0,147
267 0,140
269 0,245
271 0,050
275 0,011
Mind34 192 142 0,003
194 0,912
200 0,042
205 0,039
220 0,003
Mind35 202 146 0,260
206 0,137
208 0,349
210 0,130
212 0,123
Mind36 165 144 0,003
175 0,233
178 0,191
182 0,104
184 0,024
188 0,108
190 0,271
192 0,049
200 0,010
202 0,007
Mind37 172 146 0,143
176 0,029
178 0,412
183 0,007
186 0,015
198 0,191
200 0,169

202 0,033
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Tabela 3.2 — Frequéncia alélica para o Banco de Germoplasma de mangueira (Mangifera indica)
(continuacao)

Loco Alelo N Frequéncia alélica
Mind39 202 145 0,007
208 0,107
210 0,262
212 0,207
216 0,124
223 0,014
227 0,279
Mind40 200 150 0,007
212 0,407
216 0,337
218 0,090
226 0,150
228 0,010
Mind41 190 146 0,048
200 0,007
227 0,349
230 0,216
232 0,003
234 0,082
238 0,003
242 0,291
Mind42 234 149 0,018
236 0,129
248 0,115
250 0,036
259 0,464
261 0,201
270 0,036
Mind43 205 147 0,136
212 0,292
217 0,014
221 0,007
223 0,425
227 0,041

230 0,085
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Tabela 3.2 — Frequéncia alélica para o Banco de Germoplasma de mangueira (Mangifera indica)

(concluséo)

Loco Alelo N Frequéncia alélica
Mind44 203 143 0,168
207 0,832
Numero total de alelos 144
NUmero e propor¢ao 25
de alelos privados 17,36%

3.3.1.1 Alelos privados

O percentual de alelos privados foi de 17,36% equivalente a 25 alelos

estimados pelos 151 acessos de mangueira (Tabela 3.2). Foram encontrados alelos

privados em 15 dos 20 locos microssatélites gendmicos utilizados no estudo (Tabela

3.3).

Tabela 3.3 — alelos privados dos 151 acessos de mangueira

Marcadores Alelos Acessos

Mind24 149 Manga D’agua

Mind25 180 Brasil, Rosa

Mind26 158, 161, 190 e 193 CPAC10/4486(dois alelos), CPR, Black Java

Mind 27 174 Tyler premier

Mind29 252 CPAC10/4486, Rosa36, Rosa02, Rosa, Foice

Mind30 145 Mangifera foetida

Mind32 188, 230 e 238 Mangifera similis, Haden2H, Manga verde

Mind34 192 e 220 Mangifera similis, Bhadariuam, Amrapalli

Mind36 165, 200 e 202 M. foetida, Comprida roxa, Beta, CPAC11136/93

Mind37 176 Juazeiroll, CPR, Papo de peru Il, Umbu, JuazeirolV,
Porta enxerto

Mind39 202 M. similis

Mind40 200 M. foetida

Mind41 200, 232 e 238 Edward, BRS-Omega, Maca

Mind42 270 Salitre, CPR, Extrema, Papo de peru I, Rosa36

Mind43 221 CPAC 22/93
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O loco microssatélite que identificou o maior nimero de alelos privados
foi Mind26 com 4 alelos e esses alelos estao presente em trés acessos (CPR, Black
Java e CPAC10/4486). Dentre 0os acessos que apresentaram 0 maior numero de
alelos privados foram CPR e o CPAC10/4486 com trés alelos para os locos (Mind26,
Mind37 e Mind42) e dois alelos para os locos (Mind26, Mind29), respectivamente. As
espécies M. similis e M foetida também apresentaram 3 alelos privados cada (Tabela
3.3). Os locos de microssatélites que apresentaram apenas um alelo privado e
compartilhou com maior nimero de acessos foi 0 loco Mind37 com 6 acessos; outros
locos que compatilharam um Unico alelo com varios acessos foram os locos Mind29
e Mind42 com 5 acessos e 0 Mind36 com 4 acessos cada. O loco Mind29
compartiihou o mesmo alelo com o0s acessos Rosa, Rosa2 e o Rosa 36;
possivelmente, esse compartilhamento de alelos privados entre os acessos do grupo
com nome Rosa pode indicar alto grau de parentesco entre 0s acessos, sendo
também muito importante preservar o alelo que apenas estid presente no acesso
Rosa.

Para o melhoramento genético é primordial a manutencdo da
diversidade genética nos bancos de germoplasma. Entdo, se faz necesséaria a
manutencdo dos alelos de alta frequéncia porque estes possivelmente sdo mais
adaptados ou podem estar ligados a caracteres importantes selecionados
previamente. E também, ndo menos importante € interessante manter os alelos com
menor frequéncia ou raros. Estes alelos sdo essenciais para manter a riqueza dos
programas de melhoramento e representam um potencial de genes para estresses

biéticos ou abidticos em um futuro proximo.

3.3.1.2 Diversidade genética

A diversidade génica para todos os acessos variou entre 0,165 a 0,823
com meédia de 0,689 (Tabela 3.4). Este resultado comparado com os trabalhos do
grupo de Hirano, Oo, Watanab (2010) em que a diversidade génica foi de 0,645
pode ser explicada pela colecdo de mangueira do Brasil possuir significativa riqueza
alélica por apresentar acessos de diferentes origens ou o maior tamanho da
populacdo de mangueira brasileira estudada favorecer as estimativas do
germoplasma nacional (Brasil 151 acessos e Myanmar 96 acessos). Uma

caracteristica relevante € a poliembrionia e Myanmar é considerada centro de



65

origem de mangueiras poliembridnicas. Mangueiras com esta caracterisca podem
apresentar uma menor diversidade génica.

O banco de germoplasma de mangueira da Embrapa apresentou um
indice de fixacdo intrapopulacional (f) entre -0,026 a 0,801 (Tabela 3.4)
demonstrando que dos 20 locos apenas o loco Mind30 apresentou elevado namero
de acessos heteorozigotos. Outros seis locos apresentaram excesso de
homozigotos. Isto pode correr com frequéncia em populacdes artificiais como
bancos de germoplasma que ao longo do tempo vao perdendo alelos pelo
direcionamento do programa de melhoramento ou a inadequada conservagao do
mesmo.

Com frequéncia populacdes de mangueiras ou cultivares tendem a ter
locos em homozigose, e Viruel et al. (2005) comentam em seu trabalho que em
manga o contrario poderia ocorrer pelo motivo da cultura apresentar polinizacdo
aberta e os cruzamentos serem aleatorios e o indice de fixagdo néo seria diferente
de zero ou tenderia a ter uma maior presenca de heterozigotos ou locos em
heterozigose. O excesso de locos em homozigose pode estar ocorrendo pela
maioria dos acessos de origem brasileira serem de origem poliembridnica. Outro
provavel fator é que estes acessos ndo passaram por selecdo e/ou cruzamentos.

Os 151 acessos de mangueira apresentaram valor médio de PIC
(0,655) e o numero meédio de alelos por loco (7,2) (Tabela 3.4), comparando estes
valores com o trabalho desenvolvido por Schnell et al. (2006), avaliaram um conjunto
de 208 cultivares dividido e 4 grupos com 25 microssatélites e obtiveram um valor
médio de PIC de 0,552 e numero médio de 6,96 de alelos por loco. Em outra
pesquisa realizada Hirano, Htun Oo, Watanab (2010) avaliaram um grupo de 96
cultivares com 11 locos de microssatélites e relatam que os valores médio obtidos
foram PIC de 0,706 e 7,55 alelos por loco. Demonstrando que os conjuntos de locos
de microssatélites desenvolvidos para o banco de germoplasma brasileiro de
mangueira tem elevado poder informativo para estudos populacionais seja em
populacdes naturais, pré-melhoramento ou melhoramento. Esses resultados podem
indicar que o Brasil mesmo ndo sendo centro de origem da espécie apresenta uma

riqueza alélica satisfatoria até o momento.
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Tabela 3.4 — Parametros genéticos utilizados para analisar a diversidade do banco de gemoplasma
de mangueira. N (numero de alelos), (GD) diversidade génica, (H,) heterozigosidade,
PIC (conteldo de informacédo polimérficas), (f) indice de fixacdo

Loco N de alelos GD Ho PIC f
Mind22 5 0,525 0,423 0,497 0,196
Mind24 8 0,673 0,219 0,639 0,676
Mind25 6 0,758 0,739 0,720 0,027
Mind26 8 0,713 0,446 0,659 0,378
Mind27 8 0,732 0,686 0,689 0,066
Mind29 7 0,793 0,167 0,762 0,791
Mind30 9 0,819 0,844 0,796 -0,026
Mind31 8 0,769 0,623 0,737 0,193
Mind32 12 0,811 0,420 0,786 0,485
Mind33 8 0,823 0,504 0,799 0,391
Mind34 5 0,165 0,077 0,159 0,533
Mind35 5 0,759 0,746 0,722 0,020
Mind36 10 0,810 0,583 0,784 0,283
Mind37 8 0,742 0,647 0,707 0,132
Mind39 7 0,783 0,510 0,749 0,352
Mind40 6 0,690 0,607 0,635 0,125
Mind41 8 0,737 0,726 0,693 0,019
Mind42 7 0,711 0,288 0,676 0,598
Mind43 7 0,706 0,537 0,660 0,242
Mind44 2 0,279 0,056 0,240 0,801
Média 7,2 0,689 0,492 0.655 0,289

Comparando-se os resultados obtidos com o trabalho de Viruel et al.
(2005) em que avaliaram 28 acessos, contendo 17 cultivares americanas, utilizando
16 locos microssatélites, observa-se semelhanca nas estimativas encontradas, ou
seja, no trabalho citado encontrou-se diversidade génica de 0,690 e 5,3 alelos por
loco.

Durval et al. (2009) numa escala regional avaliaram mangueiras
caribenhas. A populacdo de estudo foi composta por 304 acessos incluindo
variedades das Antilhas francesas, africanas, americanas e caribenhas, sendo
utilizado 19 locos microssatélites. Neste estudo foi possivel identificar que dos 304
acessos, 207 eram diferentes e as demais eram réplicas. Observando apenas o
grupo formado pelos acessos caribenhos, a diversidade génica foi de 0,52,

considerada alta e podendo ser explicada pelos centros de origem. Estes acessos
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Caribenhos tem origem indiana e s&o monoembribnicas e possivelmente, € 0 motivo
da alta diversidade génica.

No caso do Brasil os acessos sdo compostos por duas populacdes
predominantes: a brasileira com 102 acessos, a americana com 23 acessos € mais
26 acessos provenientes (India, Israel, Africa do Sul, Australia, México, Tailandia e
Filipinas) além de trés espécies do género Mangifera (M odorata, M. similis, e M.
foetida). E estas magueiras brasileiras foram introduzidas em dois momentos: a
primeira introducao foi realizada pelos portuguéses com predominancia de acessos
poliembridnicos e a segunda por melhoristas com acessos monoembriénicos com
caracteristicas mais apreciadas pelo mercado. Essa segunda introducdo teve a
finalidade de melhorar a qualidade dos cultivares e aumentar a variabilidade

geneética.

3.3.2 Andlise da Estrutura e Diversidade Genéticad e Mangueira

As andlises de estrutura populacional foram realizadas através de um
teste de atribuicdo de individuos a grupos (k). Utilizando o programa STRUCTURE
(Pritchard et al., 2000) os 151 gendtipos foram analisados com 20 iteracfes e foram
estimados 1 até 10 grupos (k). A estatistica AK de Evanno, Regnaut e Goudet
(2005) apresentou o pico de K = 2 como sendo o mais provavel, dividindo o banco
de germoplasma em dois subgrupos relacionados (Figura 3.1). Como todo o banco
foi analisado para saber como se apresentava a estrutura genética do BAG, nas
analises permaneceram o0s trés acessos de espécies diferentes Mangifera odorata,
M similis, M. foetida para estimar como se apresenta a estruturacao da populagéo do

Banco de germoplasma existente no Brasil.
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Figura 3.1 — Valores médiso de: a) LNP(D) de Pritchard et al. (2000) e b) AK de Evanno et al. (2005)
para 20 repeticbes de simulagdes no programa Structure com K de 1 a 10 para os 151
acessos do Banco de germoplasma da Embrapa.

A primeira subpopulacdo reuniu a maioria das cultivares comerciais
principalmente as norte americanas originadas da Florida e s&o as mais aceitas pelo
mercado consumidor (Figura 3.2). Estas cultivares sao responsaveis pela segunda
introducéo de gendtipos no Brasil. Dentre as cultivares estdo: Tommy Atkins, Winter,
Keitt, Van Dyke, Ruby, Palmer, Edward, Kent, Harden, Forigon e na mesma
subpopulacao pode ser observado que os acessos da Embrapa ficaram alocados no
mesmo conjunto (CPAC165/93, CPAC93/86, CPAC09/137-86, CPAC16/94,
CPAC71/86, CPAC225/94, CPAC10/2786, CPAC11136/93, CPAC263/94,
CPAC22/93, CPAC10/4486, CPAC140/86, CPACO07/66-86). Isso ocorreu,
provavelmente, porque estes novos hibridos tem um dos genitores norte americano.
Dentre os hibridos que agruparam o CPAC165/93, CPAC263/94 e o CPAC22/93
apresentam qualidades requeridas pelos programas de melhoramento e mercado
consumidor. Os acessos CPAC165/93 e o CPAC263/94, em analises realizadas por
Pinto, Rossetto, Faleiro (2005), mostraram alto redimento de polpa com 82,9%, e
88,2%, respectivamente, superando entre 10 e 18% o rendimento da cultivar Tommy
Atkins. O hibrido CPAC263/94 também apresentou coloracdo de casca vermelha e
da polpa amarelo escuro, bastante macia sem fibras, bom sabor sendo muito
atrativo para o mercado consumidor do fruto fresco. O CPAC22/93 apresentou
caracteristicas desejadas como auséncia de colapso interno da polpa, excelente
gualidade de polpa e sabor.

Outro fato importante na analise populacional foi que os acessos de
Manfiera odorata, M. similis e M. foetida agruparam no mesmo conjunto de acessos

da subpopulacdo 1 (Figura 3.2). As variedades brasileiras bem conhecidas e que
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foram alocadas no mesmo grupo sdo a Coquinho que apresenta sabor apreciado
pela populagéo e a cultivar Espada vermelha desenvolvida pelo Instituto Agronémico
de Campinas apresenta coloracdo parecida com as cultivares norte-americanas, e €
recomendada como copa, pois apresenta alta resisténcia a mosca das frutas e como
porta enxerto porque € resistente a duas racas do patégeno Ceratocystis fimbriata
causador da seca da mangueira (Rossetto et al., 1996).

1.00
0.80
0.60
0.40
0.20

0.00

Figura 3.2 — Andlise da estrutura populacional para o valor K=2 mais provavel, subpopulacdo 1
composta por acessos norte americanos e novos hibridos nacionais e subpopulacao 2
composta em sua maioria pelos acessos de origem brasileira

Na segunda subpopulacdo a maioria dos acessos foi de origem
brasileira. Estes acessos presentes nessa subpopulagdo provavelmente em sua
maioria foram introduzidos pelos portugueses e ficou conhecida como a primeira
introducdo da espécie no Brasil. E estes acessos ao longo dos anos foram sendo
produzidos em pequenas areas e fazendas sem valor comercial. Dentre 0s acessos
as mais conhecidas séo os frutos com nome de Rosa, Espada, Coragcdo magoado,
Carlotdo e Carlotinha e séo produzidas em pequenas propriedades e/ou pequenos
produtores e consumidas por mercados regionais. A producdo desses frutos de
manga com frequéncia ndo apresentam organizacdo na cadeia produtiva e
consequentemente, falta controle de qualidade dos frutos. O mais importante desses
cultivares para a cadeia produtiva e uso em programas de melhoramento € a
adaptabilidade que estes cultivares vem adquirindo ao longo dos anos. Duas
caracteristicas negativas nao apreciadas pelos consumidores do fruto inatura, e
frequentemente presentes nos acessos brasileiros referem-se a presenca de
elevada quantidade de fibras na polpa e valor de brix considerado baixo. O inverso
dessas caracteristicas citadas acima sao caracteristicas consideradas importantes

na cadeia produtiva do fruto de mesa.
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A subpopulacdo dois apresentou ainda seis cultivares da Florida
(Eldon, Duncan, Parwin, Zill, 65 e Irwin) que agruparam com 0s acessos brasileiros.
Estas cultivares podem apresentar o conjunto genémico como maior percentual de
homologia com os acessos brasileiros. As cultivares Eldon e Zill sdo filhas da Haden
por meio de polinizagdo aberta e provavelmente o0s genitores apresentam
caracteristicas mais similares com o0s acessos brasileiros ou o poder de combinacéo

entre 0s progenitores ndo era satisfatorio para gerar uma progénie superior.

3.3.3 Andlises da distancia genética e agrupamento

As analises baseadas em distancia genética de Roger-W modificada e
agrupamento Neighbor Joining, permitiram identificar dois grupos entre os 151
acessos avaliados. Um grupo foi formado pelos cultivares comerciais, novos hibridos
da Embrapa e 13 cultivares de outros paises. Podendo ser observado a consisténcia
dos resultados obtidos pela analise da estrutura da populacdo no programa
STRUCTURE, que apresentou consisténcia quando comparado com os resultados
do agrupamento baseado na distancia genética e permitiu a observacdo de grupos
similares ao formado no agrupamento (Figura 3.3).

O segundo grupo foi formado em sua maioria pelos acessos brasileiros.
Quatro cultivares da Florida (Tommy Atkins, 65, Ducan e Eldon) agruparam na parte
intermediaria do segundo grupo. A Tommy Atkins agrupou proximo de acessos
(Chino, Mallika, Amrapalli, Langra e Tyler Premier) oriundos da india e Africa do Sul
respectivamente. A formacdo desse grupo pode ser explicado pelo fato dos
cultivares americanos terem sido formados por mangueiras de origem indiana
(PINTO, FERREIRA, 2004).
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Figura 3.3 — Dendrograma de 151 genétipos (150 mangueiras da Embrapa e um porta enxerto usado
por produtores na regido sudeste) baseado na disténcia de Roger-W modificada e pelo
agrupamento de Neighbor Joining. Em azul (hibridos e acessos norte americanos), verde
(acessos brasileiros), em laranja acessos de diferentes origens e em vermelhos as trés
espécies diferentes de Mangifera

Os acessos Espada, Espada 35, Espada-rosa e Espada manteiga
agruparam proximos e possivelmente, podem ser aparentados. O mesmo ocorreu
com 0s acessos Rosa, Rosa2 Rosa36 e Rosa46, que também ficaram bastante
proximos no agrupamento. Isso confirma o quanto esses acessos sdo similares
entre si. E com essa similaridade podem né&o contribuir ou enriquecer o banco de
germoplasma da Embrapa. Com uso de um maior nimero de locos microssatélites
e/ou com outros tipos de marcador como SNPs (Simple Nucleotide polymorphism),
e/ou dados agromorfologicos podem vir a confirmar a suposi¢éo de proximidade dos
acessos e podem ser substituidos por outros acessos que venham a contribuir
aumentando a variabilidade genética do banco e ser mais uteis no melhoramento da

espécie.
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No segundo grupo formado por cultivares floridianas (Simmonds,
Scuper Many, Kent, Haden, Keitt, Frorigon, Haden-Rosa, Palmer, torbert, Momi-K,
Zill, Winter e Van Dyker) os hibridos da Embrapa e os acessos de varias regides do
mundo (Amrapalli, Olour, Maya, Alphonso, Bhadauram, Heidi, Chene, Manilla,
Manzanillo, Néldica, Apple DCG e Ataulfo) foram agruparam intercalando posicfes
entre esses trés tipos de acessos. E pode-se observar no dendrograma o quanto
sdo similares. A maioria dos novos hibridos da Embrapa com iniciais CPAC
formaram um grupo homogéneo, uma vez que dos 14 genotipos 10 ficaram bastante
proximos, o que podem indicar terem o mesmo parental (Figura 3.3).

As espécies de M. odorata, M. similis e M. foetida tanto na simulacao
feita no estudo da estrutura genética feita pelo programa Structure como analise de
distancia genética realizada pelo método de Roger-W modificada baseado no

agrupamento Neighbor Joining, agruparam juntas.

3.3.4 Andlise de coordenadas principais

De modo analogo a analise de agrupamento Neighbor joining, a analise
de Coordenadas principais baseada no complemento da distancia de Rogers-W
modificada, permitiu a formacdo de dois grandes grupos: um formado em sua
maioria pelos acessos brasileiros e outro grupo formado pelos acessos norte
americanos mais 0s acessos brasileiros que provalmente sdo descendentes dos
acessos norte americanos. Comparando com os resultados do agrupamento pode
ser observado que os cultivares Tommy Atkins, Ducan, 65 e Eldon também ficaram
fora do grupo pertencentes aos acessos norte-americanos demonstrando a
consisténcia das analises. Outro fato que pode ter ocorrido € um erro de
genotipagem dos locos de microssatélites ou pelo fato das caracteristicas genéticas
desses cultivares estarem mais proximas dos acessos brasileiros (Figura 3.4).

Hirano, Than, Watanabe (2010) também utilizaram coordenadas
principais e analisaram acessos de origem indiana, norte americana, genotipos de
origem desconhecida e também de Myammar. Observou-se a formacgéo de 3 grupos
distintos com alguns acessos distribuidos entre os outros grupos. No presente
estudo os acessos de diferentes origens ficaram distribuidos pelos dois grupos, o
mesmo ocorreu no trabalho citado acima com o0s acessos nomeados como

desconhecidos. Em outro trabalho, Viruel et al. (2005) com apenas 28 acessos, (11
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tinham origem diferente e 17 origem norte americana) foi possivel agrupar os
acessos da Florida em um grupo, no entanto, 0os outros acessos ficaram distribuidos

formando mais trés grupos pequenos.

Jai

Figura 3.4 — Analise de coordenadas principais de 151 acessos de mangueira feita pela distancia de
Rogers-W modificada. Em amarelo (outras espécies de Mangifera), azul (hibridos), verde
(acessos brasileiros) e em vermelho (cultivares norte americanas)

Schnell (2006) em seu estudo comparou 0s acessos de origem asiatica
com outras da Florida em quatro combinacdes (India, Oeste da India e Sudeste da
Asia), (india e Florida), (Oeste da india e Florida) e (Sudeste da Asia e Flérida), e em
todas as andlises foi possivel separar em diferentes grupos, sendo que alguns
acessos alocavam-se no grupo vizinho. Quando realizou-se as analises de
coordenadas principais na populacdo geral alguns acessos de mangueira da florida
ficaram foram alocados em regido em que outros grupos era mais frequentes. Os
acessos asiaticos da (India, Oeste da india, sudeste da Asia) quando comparados

entre si foram agrupados em 3 grupos distintos.

3.3.5 Simulacéo de uma colec&o nuclear

A simulacdo de uma colecdo nuclear foi feita com base nos 20

marcadores moleculares, sendo que 30 (19,87%) dos 151 acessos de mangueira do
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Banco de germoplasma da Embrapa Semiérido compfe a colecdo nuclear de
mangueira (Tabela 3.5).

Tabela 3.5 - Trinta acessos de mangueira comp8e a cole¢do nuclear do banco de germoplasma da
Embrapa Semiéarido obtida pela simulacéo do programa PowerCore a partir da colecéo
de 151 acessos

N° acesso origem N°  Acesso Origem
9 Manda D’agua Brasil 66 Coracédo Magoado Brasil

10 65 Florida 78  Tommy Atkins Florida
12 Edward Florida 81 Alfa Brasil

16 Smith Florida 82 Beta Brasil

18 JuazeiroVI Brasil 83  Malindi Africa do Sul
19 Haden2H Florida 93 M. similis Tailandia
21 CPR Brasil 95 M. foetida Tailandia
24 Keitt Florida 98 MonaMon DCG407 Brasil

31 Maca Brasil 100 zill Florida
48 Juazeiro IV Brasil 116 CPACO07/66-86 Brasil

52 Néldica Africa do Sul 118 CPAC10/4486 Brasil

54 Florigon Florida 120 ltidba Brasil

59 BRS-Omega Brasil 122 CPAC16/94 Brasil

60 Alphonso India 125 CPAC22/93 Brasil

61 Bhadauiam India 135 Ouroporanga Brasil

Comparando-se a riqueza alélica entre a colecdo original e nuclear
verifica-se que as duas colecdes apresentaram 0 mesmo numero de alelos (144
alelos) encontrado nos 20 locos de microssatélites, com média de 7,2 alelos por
marcador que variou de 11 (Mind32) e dois para (Mind44).

Observando-se os indices de Shannon Weaver e de Nei, ambos
revelaram permanecer a riqueza alélica na colecdo nuclear. A correlacdo entre os
indices de diversidade na colecéo nuclear e na colecéo inteira foram de 0,54 e 0,91
(p < 0,01) para os indices de Shannon Weaver e de Nei, respectivamente. A
distribuicdo dos indices de diversidade para os 20 locos de microssatélites para as

duas colecdes pode ser observada na Figura 3.5 A e B.
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Figura 3.5 — Distribuicdo do indice de diversidade Shannon Weaver (A) e Nei (B) para 20 locos de

microssatélites na colecao inteira e na colecdo nuclear do banco de germoplasma de
mangueira da Embrapa

Analisando o indice de diversidade de Nei foi possivel observar 0,68 na
colecao total, variando de 0,25 (Mind34) a 0,83 (Mind29). O indice de diversidade
para a colecdo nuclear médio foi de 0,72. Para o indice de Shannon Weaver médio
foi observado 1,29, com variacdo de 0,52 (Mind44) a 1,766 (Mind32). A colecéo

nuclear apresentou média de 1,44, minimo de 0,61 (Mind34) e maximo 2,14
(Mind32) (Tabela 3.5 A e B)
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A colecédo nuclear sugerida para manutencao de todos os alelos do
BAG de mangueira da Embrapa foi obtida a partir de 151 acessos. A colecao foi
estimada no programa PowerCore usando a estratégia M e a colecao foi composta
por 30 acessos (Tabela 3.5). O niumero de acessos é equivalente a 19,86% do total
de acessos de mangueira do BAG. Frankel (1984) comenta da importancia do
desenvolvimento de colec¢des nucleares como um meio para utilizagédo de bancos de
germoplasma de uma maneira mais efetiva e viavel economicamente. No caso da
manga em que 0 germoplasma permanece ex situ, pontencializar ou agregar
caracteristicas desejaveis em menos cultivares é interessante para objetivar a
obtencdo de cultivares mais produtivas e resistentes a varias doengas. E essa
colecédo nuclear alguns autores sugerem que tenha de 5-10% da colecéo inteira e
represente no minimo 70% da diversidade genética da colecédo original (BROW et al.
1987).
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4 CARACTERIZACAO MOLECULAR E AGROMORFOLOGICA DE 103
ACESSOS DE MANGUEIRA

Resumo

A cadeia produtiva da manga necessita que o melhoramento
desenvolva cultivares agregando um conjunto de caracteristicas desejadas pelo
mercado consumidor, sendo os principais a produtividade, sabor agradavel, Brix
elevado e polpa sem a presenca de colapso. O conhecimento da variabilidade
genética faz-se necessario para delinear os objetivos que um programa de
melhoramento deseja alcancar. Desta forma, o objetivo desde trabalho foi
caracterizar 103 acessos de mangueiras que compde o banco de germoplasma da
EMBRAPA quanto a diversidade e estrutura genética usando caracteres fenotipicos
e moleculares. Avaliando simultaneamente todos os caracteres com o método de
otimizacao de Tocher, os acessos foram divididos em 23 grupos, e mais de 50% dos
acessos ficaram distribuidos em 22 grupos sendo os demais 47 ficaram em um Unico
grupo que também compreendeu cinco novas cultivares brasileiras. Também foi
observado que as cultivares Haden e Tommy Atkins sdo bastante similares. Foi
utilizado teste de atribuicdo a partir de caracteristicas fenotipicas do tipo qualitativas
e dados moleculares com resultados consistentes e foi possivel dividir os acessos
com base em suas caracteristicas agronémicas.

Palavras-chaves: Melhoramento genético; Manga; Diversidade genética; Marcadores
moleculares

Abstract

The mango breeding requires the development of new cultivars with
important characteristics aimed by the purchasers, such as main productivity, good
flavour, high brix, and internal fruit disorders. The knowledge of genetic variability is
necessary to outline the goals that a breeding programme needs. The objective of
this study was to characterize 103 mango trees accessions that make up the
Embrapa germplasm regarding its diversity as well as genetic structure by means of
molecular and phenotype traits. Evaluating simultaneously all the characters with
Tocher method, 23 accessions groups were divided and more than 50% landraces
were distributed into 22 groups; the other 47 accessions stayed in only one group
that also included five new Brazilian cultivars. It was also observed that Haden and
Tommy Atkins cultivars are quite similar. A clustering test was achieved using
qualitative phenotype and molecular data with consistent results, and it was possible
to form groups based on their agronomic characteristics.

Keywords: Genetic breeding; Mango; Genetic diversity; Molecular Markers
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4.1 Introducao

A manga (Mangifera indica L.) € uma das principais frutas tropicais
produzidas no Brasil. Pinto (1996); Pinto, Ferreira (1999) comentam que a
mangicultura comercial brasileira ainda é baseada em algumas poucas cultivares de
origem norte americana. E a cultivar mais produzida é a Tommy Atkins com 80% da
area plantada, mesmo este -cultivar apresentando alguns problemas como:
malformacao floral, colapso interno da polpa e sabor de baixa qualidade.

Pinto, Rossetto, Faleiro (2005) comentam a semelhanca existente entre
os bancos de germoplasmas internacionais. E as colec¢des brasileiras necessitam
enriquecer a variabilidade genética por meio de prospeccdo de novos materiais
genéticos nacionais e também introduzir acessos de outros paises. Existe grande
potencial ao uso dos recursos genéticos da manga, sendo que a maioria do
germoplasma refere-se a espécie Mangifera indica (PINTO, FERREIRA, 1999).

O melhoramento convencional de frutas lenhosas e perenes, como a
manga, necessita desenvolver variedades possuindo a maioria dos atributos
desejados pela cadeia produtiva. O melhorista de manga tem a responsabilidade de
aumentar o numero de variedades que reunam as melhores caracteristicas
agronémicas e comerciais, reduzindo a vunerabilidade existente nas grandes areas
de cultivos de manga no Brasil (Pinto, 2000; Krisha, Singh, 2007).

No desenvolvimento de novas cultivares é importante o conhecimento
e caracterizagdo satisfatéria do germoplasma disponivel a ser utilizado, sendo
fundamental o conhecimento das fontes de variagdo, precisar o grau de riqueza do
banco de germoplasma para 0 uso e conservagao 0S recursos geneéticos. E dar o
suporte suficiente para o melhoramento aumentar a produtividade, e obter novas
variedades com uso de cole¢des locais possivelmente mais adaptadas a regido
produtora (RAJWANA et al., 2011). Cruz, Caneiro (2006) comentam da importancia
do conhecimento da diversidade genética para a identificacdo de genitores
adequados para obtencao de hibridos mais heterdticos e, consequentemente, que
proporcionam maior segre¢do em recombinacoes.

Para as cultivares de manga verifica-se que a variabilidade genética
pode ser observada para caracteres fisioldgicos, morfolodgicos e agronémicos. Esta €
importante em todo o processo no melhoramento genético, que por sua vez,

depende da amplitude da base genética disponivel, sendo influenciada pelo acervo
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de recursos Uteis disponiveis, na forma de materiais coletados e caracterizados,
mantidos nos bancos de germoplasma (QUEIROZ; LOPEZ, 2007).

A caracterizacdo varietal € um importante componente para o
desenvolvimento e melhoramento na cultura da manga. E estabelece as bases para
0 progresso no desenvolvimento de novas cultivares. Desde a caracterizagéo
morfolégica, bioquimica e molecular de variedades, linhagens ou hibridos do
germoplasma de manga ainda nao € frequentemente caracterizado e disponibilizado
as informacoes.

As marcas de DNA tem se tornado uma ferramenta importante na
protecdo de plantas melhoradas nos paises onde existem leis regulamentando o
assunto. O “fingerprinting” com marcadores moleculares tem sido importante em
processos que envolva disputas de direito autoral e tem sido considerado
instrumental como suporte ao continuo investimento em melhoramento de plantas
por parte de grandes empresas produtoras de sementes hibridas (SINGH, 1989;
RAJWANA et al., 2011).

O objetivo do presente trabalho foi extrair informacdes relevantes para
o melhoramento genético de mangueira analisando em conjunto dados de
marcadores moleculares e caracteres agromorfolégicos. Foram testados diferentes
métodos estatisticos populacionais para inferir a diversidade e estrutura genética

dos acessos de mangueira da EMBRAPA.

4.2 Material e Métodos

Para analisar o Banco de Germoplasma da EMBRAPA foram
selecionados 103 acessos de mangueira pela maturidade produtiva (Tabela 4.1).
Estes acessos foram avaliados por meio de dados agromorfolégicos e de

marcadores moleculares.

4.2.1 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada utilizando o protocolo CTAB. Colocou-
se em microtubos de 2,5ml 400mg de folha de mangueira triturada. Em tubo, 800puL
de tamp&o de extragdo pré-aquecido a 65°C (CTAB 3%, 2M NaCl, 20mM EDTA,
100mM Tris-HCI pH8,0, PVP-40 2% e [B-mercaptoetanol 0,6% no momento da
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extracdo). O material foliar junto com o tampéo foi homogeneizado e colocados em
banho-maria a 65°C por 50 min. Decorrido o tempo foi adicionado 600uL de CIA
(CIA, 24:1 cloroférmio:alcool isoamilico), homogeneizado e centrifugado a 12.000
rom por 5 min. A precipitacdo do DNA foi realizada com 600uL de isopropanol
gelado, com incubacéo a -20°C por 1h. E posteriormente, foi centrifugado a 12.000
rpm por 10 minutos. O precipitado foi lavado, em duas etapas consecutivas, com
etanol 70% e uma vez com etanol absoluto com centrifugacédo a 12.000 rpm por 3
min. O precipitado foi seco em temperatura ambiente e ressuspendido em 100uL de
TE (10mM Tris HCL pH 8,0 e 1ImM EDTA, pH8,0). Para concluir a extracdo, cada
amostra de DNA foi tratada com 1puL de RNase (10mg mL-1, Ribonuclease A, Sigma
a temperatura ambiente overnight e amazenados a -20°C identificados.

A qualidade do DNA (concentracdo e pureza) foi avaliada por
eletroforese em gel de agarose 1,0%, TBE 1X (89mM Tris, 89mM &cido borico e
2mM EDTA), a 100 V, corado com SYBR Safe (Invitrogen) e visualizado sob UV
(Major Science Compact Digimage System). Para avaliar a quantidade de DNA
extraido de todas as amostras foi usado DNA do fago A, com concentracdes

variando entre 50 e 250ng.
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Tabela 4.1 — Relagéo dos 103 acessos utilizados no estudo da variabilidade genética de mangueira
(Mangifera indica)

Acessos Acessos Acessos
1 Amrapali (IND) 36 Irwin (EUA) 71  Amarelinha (BR)
2 Mallika (IND) 37 Tommy Atkins (EUA) 72  Caxanga (BR)
3 Scuper Many (EUA) 38 Papo de Peru | (BR) 73 Itamaraca (BR)
4 Surpresa (BR) 39 China (BR) 74 Imperial | (BR)
5 Kensington (AUS) 40 Favo de mel (BR) 75 Kent (EUA)
6 Rosary (BR) 41 Morais (BR) 76 Extrema (BR)
7 Edward (EUA) 42 M-13269 (EUA) 77  Bourbon (BR)
8 Hilda (BR) 43 Coracdo magoado (BR) 78 Langra (IND)
9 Ipucaba (BR) 44 Juazeiro IV (BR) 79  Van Dyke (EUA)
10 Manga d’agua (BR) 45 Espada (BR) 80 Brasil (BR)
11  Simmonds (EUA) 46 Ruby (EUA) 81 Espada Manteiga (BR)
12  Pingo de Ouro (BR) a7 Espada Ouro (BR) 82  Olour (IND)
13  Salitre (BR) 48 Espada 35 (BR) 83 Duncan (EUA)
14 Juazeiro Il (BR) 49 Ametista (BR) 84  Calmon (BR)
15 Mastruz (BR) 50 Pingode Ouro DPV(BR) 85  Apple DCG (TAI)
16  Juazeiro lll (BR) 51 Umbu (BR) 86 Roxa (BR)
17  Keitt (EUA) 52 Rosa (BR) 87  Alfa (BR)
18 Foice (BR) 53 Black Java (AUS) 88 Palmer (EUA)
19  Juazeiro VI (BR) 54 Dama de Ouro (BR) 89  Torbet (EUA)
20 Recife (BR) 55 Carabdo (FIL) 90 Parwin (EUA)
21  Smith (EUA) 56 Manguito (BR) 91 Itidba (BR)
22  Haden 2H (BR) 57 Bonita (BR) 92  Heidi (RSA)
23  Nego néo chupa (BR) 58 Sta Alexandrina (BR) 93 Chené (RSA)
24  Espada Itaparica (BR) 59 Manilla (FIL) 94  Joa (RSA)
25 Manzanillo (MEX) 60 Maca (BR) 95 Mallindi (IND)
26 CPR (BR) 61 Comprida Roxa (BR) 96 Néldica (RSA)
27 Péssego DPV (BR) 62 Eldon (EUA) 97 Espada Vermelha (BR)
28  Tyler Premier (EUA) 63 Da porta (BR) 98 BRS Omega (BR)
29 Haden (EUA) 64 Carlotéo (BR) 99 R2E2 (AUS)
30 Mon Amon (TAI) 65 Florigon (EUA) 100 Beta (BR)
31 Pricesa (BR) 66 Maya (MEX) 101 Haden Rosa (BR)
32 65 (EUA) 67 Momi-K (EUA) 102 Ataulfo (MEX)
33 Uba (BR) 68 PrimordeAmoreiraBR) 103 Lita (BR)
34  Zill (EUA) 69 Dashehari (IND)
35  Winter (EUA) 70 Alphonso (IND)

Singnificados das siglas: (BR) Brasil, (EUA) Estados Unidos da América, (IND) india, (MEX) México,

(FIL) Filipinas, (RAS) Republica da Africa do Sul, (TAI) Tailandia
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4.2.2 Amplificacdo dos locos de microssatélites e g enotipagem

Os 20 locos microssatélites foram selecionados pelo polimorfismo
apresentado e o PIC (Polymorphism information content) (Tabela 4.2). Os locos de

microssatélites utilizados neste estudo foram os desenvolvidos no capitulo 2.

Tabela 4.2 - Iniciadores de microssatélites para manga (Mangifera indica)

Loco Forward Reverse PIC
Min22 GCATGTTTAATAATATATAGATAA CTGGGAAGAACAAAGGAT 0,44
Min24 ACTAAGAGCAAAGTGTGTGTGT CATGACTCTATCTGGGCAGT 0,61
Min25 CGCCGATTCAAACTCAAG TAACAACCGCAACGCTTTA 0,72
Min26 AAACAGGTGGGTGTGATCC GCGTTGGTCCCTTCAAGT 0,67
Min27 ACCTAGCCTGAGAAATCC ACAAGGAGGGGAATATGA 0,64
Min29 GCCTAACTCTTCGGAAATGG CTGTCTGTGTGTGGTTGAATGA 0,64
Min30 GCAATTTGGGTGTTGGAT GCGAGAGTGTCTATGCGAG 0,73
Min31 AAGAGCCAGAACAGGGAC GCCTTCCAATTTTATGC 0,77
Min32 CCTGATACACAATAAAAATAGTAATA TGACCCTTTGCCTAGCTT 0,77
Min33 AAGAGCCAGAACAGGGAC GCCTTCCAATTTTATGC 0,78
Min34 GAAGTTTTCCTGTGGCAG AAATAAGGTACGGCGAAT 0,16
Min35 CGCCGATTCAAACTCAAG GCCACTCCGCAAACTAAA 0,74
Min36 TGGTTTGGTGGGGACATT GGTGCTTAAAAGATGTTGGTG 0,79
Min37 CTCTTCCTAAGTCCCCAA GTGCCTGTCATTGTTGAA 0,68
Min39 ACGGAGAAACAGAGCCA TCAAGTGAAGCTGAGCAC 0,70
Min40 TCTTTCACAGATTTTCCTGC TGTGGCAATATGGGATGTC 0,68
Min41 CTCATCTTCTGCGACCAA GTACGTGTTTCTGACTTTCC 0,76
Min42 TTCCCGCTCACCAATTAT TGGACGATGCTCTTTTCTC 0,74
Min43 AGCAATCAAGCATCAAGAAT TCCCACAGTACAAGCACAGA 0,68
Min44 TGATGGAGAAGTAAATGGATGC TTGAGTGGAGGTTGAAAAGC 0,28

Todos os iniciadores foram testados com a mesma concentracao de
DNA. Os reagentes para PCR foram: tampé&o 1X (Fermentas Life Science); 1,5 mM
MgCl, (Fermentas Life Science); 0,3 mM de dNTP (Fermentas Life Sciense); 0,2 uM
de iniciadores forward e reverse; 1 U Taq polimerase caseira ou Fermentas Life
Sciense e 10ng de DNA; volume final de 20 pL. As reacdes de otimizagao foram
realizadas em termociclador BIO-RAD MyClycler, e o programa utilizado para os
testes de amplificacdo dos iniciadores foi especifico com desnaturacgéo inicial a 95°C
por 5 min; 33 ciclos a 94°C por 1 min, temperatura de anelamento variando de 65°C
até 45°C por 1min (temperatura de anelamento especifica para cada reacdo de
teste) e 72°C por 1min; e extencao final a 72°C por 10min.

As amplificacbes das reacdes foram visualizadas por meio de
eletroforese em gel de agorose 1,5%, TBE 1X (100V), corado com SYBR Safe, o
tamanho do alelos foi estimado comparado a partir de marcador de peso molecular
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de 100 bp (Fermentas Life Science). Os produtos das rea¢des foram selecionados
qguando visualizado uma u(nica banda, com tamanho de alelo aproximado ao
desenho prévio do par de iniciadores. Apos foi testado em gel de poliacrilamida 7%
com o intuito de observar a existéncia de polimorfismo nos novos locos, conforme

descrito no item 2.2.8.

4.2.3 Caracteres avaliado em campo

Os 103 acessos de mangueira foram avaliados para 48 caracteristicas
fenotipicas em campo sendo os dados cedidos pela Embrapa Semiarido. As coletas
dos dados foram realizadas no campo experimental da unidade da Embrapa
localizada na cidade de Juazeiro, no Estado da Bahia. Utilizaram-se 48 descritores
(BRASIL, 2002), sendo que para cada genotipo havia quatro repetices. E para cada
acesso foram amostradas oito folhas adultas, oito inflorescéncias e 16 frutos por

planta. Foram utilizadas somente as médias de todos os dados avaliados.

Os caracteres avaliados foram os seguintes:

Arvore:

Habito de crescimento (Vertical, semi-vertical a vertical, semi-vertical, semi-vertical a
aberto e aberto).

Folhas juvenil:

Coloragéao pela antocianina (ausente ou presente).

Folha desenvolvida:

Comprimento do peciolo (curto, médio, longo); Posicdo em relacdo ao ramo (semi-
ereta, horizontal, semi-pendente); Simetria (ausente ou presente); Comprimento
(curto, médio, longo); Largura (estreita, média, larga); Razdo comprimento/largura
(curto, muito baixa, baixa, média, alta, muito alta); Forma predominante (lanceolada
a ovada, lanceolada, eliptica lanceolada); Ondulacdo da borda do limbo (fraca,
média, forte); Forma da base (aguda, obtusa, arredondada); Forma do apice
(acuminada, cuspidada, aguda).

Inflorescéncia:

Comprimento (curto, médio, longo); Largura na base (estreita, média, larga); Forma

(conica, conica a piramidal, piramidal, piramidal larga).
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Fruto (ponto de colheita):

Comprimento (muito curto, curto, médio, longo, muito longo); Largura secao
transversal (muito estreita, estreita, média, larga, muito larga); Razéo
comprimento/largura (muito baixa, baixa, média, alta, muito alta); Forma secé&o
transversal (eliptico estreita, eliptico larga, circular); Cor da epiderme (verde, verde e
amarela, verde e rOsea, verde e laranja, verde e vermelha, verde e roxa);
Cerosidade (presente, ausente); Profundidade da cavidade penducular (ausente ou
muito baixa, baixa, média, alta, muito alta); Proeminéncia na base do pedicelo —
pescoco (ausente, presente); Base do pedicelo — pescoco (ausente, muito
fracamente notada, fracamente notada, fortemente notada); Forma da base ventral
(arredondada para cima, arredondada plana, arredondada para baixo, Inclinada para
abaixo, Inclinacdo abrupta); Forma da base dorsal (arredondada para cima,
arredondada plana, arredondada para abaixo, Inclinada para baixo, inclinagcéo
abrupta); Reentrancia — sinus (ausente, presente); Profundidade da reentrancia —
sinus (muito fracamente notada, fracamente notada, fortemente notada, ausente);
Protuberancia préxima a cicatriz pistilar — bico (presente, ausente); Forma da cicatriz
pistilar — bico (reentrante, no plano, saliente); Quantidade de latex no pedunculo

(ausente ou muito baixa, média, alta).

Fruto ponto de consumo:

Cor predominante da epiderme (verde, verde amarelada, amarela e verde, amarela,
amarela e laranja, laranja, ro0sea, amarela e vermelha, laranja e vermelha, vermelha,
laranja e roxa, vermelha e roxa, roxa); Distribuicdo da colorac&o da casca (uniforme,
desuniforme); Densidade das lenticelas (baixa, média, alta); Tamanho das lenticelas
(pequena, média, grande); Espessura da casca; peso da casca; Aderéncia da casca
a polpa (fraca, média, forte); cor principal da polpa (amarela esverdeada, amarela
palido, amarela, laranja palido, laranja, laranja escura); Suculéncia (baixa, média,
alta); Peso da polpa; Fibrosidade da polpa (ndo fibrosa, pouco fibrosa, muito
fibrosa); Quantidade de fibra aderida ao caroco (muito baixa, baixa, média, alta,
muito alta); Quantidade de fibra ligada a polpa abaixo da casca (baixa, média, alta);
Firmeza da polpa; sélidos soluveis (baixo, médio, alto).

Caroco:

Relevo da superficie do endocarpo (Lisa, com fendas, enrugada), Peso, Forma

(oblonga, levemente reniforme, reniforme); Embrionia (monoembridnica,
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predominantemente monoembridnica, predominantemente poliembridnica,
poliembrionica).
Os dados de campo foram usados em conjunto com os dados

moleculares para estimar os parametros genéticos.

4.2.4 Anélise dos dados

4.2.4.1 Andlise de agrupamento

As andlises estatisticas muiltivariadas foram usadas para quantificar a
divergéncia genética dos acessos de mangueira, para tal utilizou-se o complemento
do coeficiente aritmético de Jaccard para variaveis categoricas, a distancia
Euclidiana média para as variaveis continuas e distancia de Roger-W modificada
para os dados moleculares. A divergéncia genética foi observada usando o método
de agrupamento do algoritmo de otimizagéao de Tocher.

4.2.4.2 Matrizes de distancia

A matriz de distancia para as varidveis categoricas foi obtida pela
transformacdo da média de cada variavel e convertidos em dados binarios tipo 1 e O,
classificados pela presenca e auséncia de cada categoria no acesso. Em seguida foi

calculado o complemento aritmético do coeficiente de Jaccard dados por:

Em que
dii'=1— sii’
Em que
Sii' = 2
" at+b+tc
Em que

a: valor que quantifica o niamero de coincidéncias do tipo 1-1 para cada par de
acessos;
b: valor que quantifica o0 nimero de coincidéncias do tipo 1-0 para cada par de
acessos;
c: valor que quantifica o numero de coincidéncias do tipo 0-1 para cada par de

acessos;
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Para obter a matriz de dispersdo para as variaveis continuas foi
utilizado as meédias disponibilizadas pela EMBRAPA e calculado a distancia
Euclidiana. A distancia Euclidiana foi estimada a partir das variaveis transformadas

utilizando-se a seguinte expressao:

|
dii' = IZ(Yi}'—Yi“j'jz
wl i

A distancia de Roger-W modificada foi usada para obter a matriz de

distancia pelos pares de genotipos dos dados moleculares. Estimada por:

1 |H"|. ™

MRD = —— IZZ ifx = pijv)?

| (pijx = pijy)
w

i=1 j=1

Em que
m = numero de locos avaliados;
pijx = frequéncia do alelo j, no loco i, no individuo x;

pijy = frequéncia do alelo j, no loco i, no individuo y.

As matrizes de distancia foram obtidas entre os pares de genaétipos.
Foram construidas trés matrizes de dissimilaridade para o conjunto de dados, uma
matriz para varidveis categoricas, uma matriz para as variaveis continuas e uma
matriz para os dados moleculares. Com todas as matrizes foi contruida uma unica
matriz para analisar a divergéncia entre os acessos de mangueira.

Apdés a soma de todas as matrizes foi definido os agrupamentos
utilizando o algoritmo de otimizagdo de Tocher. Com a mesma matriz foi obtido o
dendrograma com base na similaridade genética dos gendtipos. Realizou-se a
construcdo do dendrograma pelo método de agrupamento Neighbor Joining. O
dedrograma foi obtido pelo software DARwin, em que foram testados a estabilidade
dos agrupamentos por meio de 10.000 reamostrangens bootstrap (PERRIER;
JACQUEMOUD-COLLET, 2006).
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4.2.4.3 Estrutura populacional

O programa STRUCTURE (PRITCHARD; STEPHENS; DONNELLY,
2000) foi utilizado para realizar a analise de estrutura populacional entre 0s acessos.
Os parametros utilizados foram burn-in de 300.000 seguido por 500.000 iteragdes,
no modelo no admixture com frequéncias alélicas independentes. Os valores de K
de 1 a 10 foram testados, com 20 iteracdes independentes para cada agrupamento.
A determinacdo do numero K mais provavel em relacdo aos propostos foi realizado
utiizando o método de Evanno, Regnaut e Goudet (2005). Nesta etapa foram
utilizados os dados genéticos de duas maneiras diferentes, os dados moleculares
(20 SSRs) e posteriormente os moleculares e fenotipicos em conjunto (20 SSRs
mais 36 dados qualitativos). Os dados em conjunto foram transformados em dados
binarios e multicategoricos com a finalidade de utilizar todas as informag6es obtidas
do banco de germoplasma.

4.3 Resultados e Discussao

4.3.1 Andlise de agrupamento

4.3.1.1 Variaveis categoricas, continuas e molecula res

Os resultados foram gerados pelas matrizes de distancia Euclidiana
geradas pelas variaveis continuas, a matriz do coeficiente de Jaccard obtida pela
analise das variaveis categoricas e a matriz obtida por Roger-W foram padronizadas
e somadas. Com a soma das matrizes foi obtida uma matriz Unica resumindo as
informacdes de distancias detectadas entre os acessos. Com as variaveis foram
reunidas simultaneamente em categoéricas, continuas e moleculares, 0s acessos
formaram 23 grupos (Tabela 4.3). Dos 103 acessos de mangueiras, 47 (45,63% dos
acessos) formaram o primeiro grupo, dentre estas agruparam as cultivares Uba,
Keitt, mais 11 cultivares norte americanas.

Outros 46 acessos formaram 12 grupos e os 10 acessos mais
contrastantes em relagéo aos outros acessos formaram cada um seu préprio grupo.
Dentre estes dez grupos de acesso Unico, trés acessos eram da Florida (Kent,

Palmer e Scuper Many), quatro grupos formados por acessos do Brasil (Juazeiro VI,
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Ametista, Rosary e Comprida roxa) e mais dois acessos (Chené e Ataulfo) de origem
Sul africana e Mexicana respectivamente. As cultivares Kent e Palmer sao cultivares
gue agregam mais qualidades desejadas pelo mercado consumidor. A Palmer € a
cultivar que agrada o consumidor diretamente pela qualidade do fruto e sabor
agradavel em comparacao com as outras cultivares.

Um grupo formado por dois acessos reuniu as cultivares Haden e
Tommy Atkins. A equipe do Schnell et al. (2006) estudou a origem dos cultivares
americanas com marcadores moleculares e confirmaram que a Haden foi genitor de
muitos cultivares. E esta cultivar foi usado com frequéncia por suas caracteristicas
agronémicas favoraveis. O que pode ser ressaltado é que Tommy Atkins € progénie
da Haden e foi a unica cultivar que ficou no mesmo grupo. Dentre as cultivares
originadas pela Haden, possivelmente, a Tommy Atkins é a cultivar que apresenta
um conjunto génico mais parecido com seu genitor, a Cultivar Haden. Isso pode
explicar o motivo da cultivar Tommy Atkins ser uma fruta tdo aceita no mercado
consumidor pelas suas caracteristicas de prateleira, mesmo esse cultivar ndo tendo
um sabor agradavel e o Brix (quantidade de acgucares) ser considerado baixo. Outro
grupo foi formado por dois cultivares (Florigon e Edward), que sdo descendentes
diretos da Haden.

Os cultivares da Florida foram alocados em varios grupos e sugere
existéncia de expressiva variabilidade genética e provavel fixacdo de novos alelos
pela recombinacdo, segregacdo e selecdo dos melhores genes realizados pela
polinizagédo aberta. A polinizagdo aberta em mangueira monoembridnicas corrobora
com o aumento da variabilidade genética da espécie. Schnell (2006) relata em seu
trabalho que os cultivares Zill, Palmer, Van Dyke, Edward, Florigon também sé&o
progénies da cultivar Haden. As analises com as caracteristicas moleculares,
continuas e categoricas em conjunto viabilizou observar a variabilidade existente
nessas progénies e estes seis cultivares foram alocados em 3 grupos diferentes e a
Palmer foi a mais contrastante entre os cultivares ficando num grupo unico.

Os acessos brasileiros podem ser visualizados na tabela 4.3 e a
maioria dos cultivares foram alocados no primeiro grupo sugerindo alto grau de
similaridade entre os acessos. Observando os cultivares/hibridos da Embrapa mais
recentes que compde a populacédo estudada (33-Ub4, 86-Roxa, 87-Alfa, 97-Espada
vermelha, 98-BRS Omega, 100-Beta) pode ser observado que ainda ha a

necessidade de realizar novos cruzamentos e selecionar cultivares com o perfil que
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agrade mais o mercado consumidor. Visto que, dos seis cultivares, cinco ficaram
localizados no grupo um. A cultivar Uba, importante na producdo de sucos ficou
agrupada no mesmo grupo. Os acessos mais cultivados pelos pequenos produtores
e plantados em pequenas propriedades como os acessos Espada(s), Rosa, Coracéo
magoado, Carlotdo sem elevado valor comercial e qualidade de producdo apresenta
consideravel variabilidade genética.

Segundo Cruz, Carneiro (2006) as técnicas multivariadas permitem
realizar o agrupamento dos acessos. E é importante para a manutencdo do
germoplasma, gerir sua utilizagdo e determinar o potencial dos acessos divergentes
que podem gerar populagbes com maior variabilidade genética. A analise de
agrupamento permitiu identificar grupos de acessos similares e acessos

contrastantes presentes no banco de germoplasma.

Tabela 4.3 - Agrupamentos determinados pelo algoritmo de otimizacdo de Tocher considerando
simultaneamente 12 variaveis continuas, 36 categoéricas e 20 moleculares em 103 acessos
de mangueira do banco de germoplasma da EMBRAPA

Grupos  Individuos

1 13; 27; 05; 26; 12; 31; 17; 30; 72; 80; 44; 85; 14; 10; 36; 100; 50; 46; 81; 4; 39; 11;
96; 84; 87; 69; 18; 56; 33; 24; 98; 73; 79; 22; 34; 54; 32; 16; 35; 86; 103; 92; 90; 89;
83; 51; 20;

2 68; 74; 42; 41; 40; 28; 95; 62; 60; 101; 57; 63; 55;

3 47, 97; 43; 23; 02; 58; 08; 59;

4 64; 71; 94; 21;

5 25; 99; 67;

6 38;91; 70;

7 45; 48;

8 76; 78; 53;

9 15; 52;

10 01; 82;

11 66; 77;

12 29; 37;

13 07; 65;

14 93;

15 75;

16 61;

17 102;

18 88;

19 09;

20 03;

21 06;

22 49;

23 19;

Os programas de melhoramento necessitam e sao diretamente
dependentes da variabilidade genética e de médias altas para os caracteres de

interesse. E 0 mais relevante é ampliar a base genética nas variedades melhoradas
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€ trazer informacdes por meio da caracterizagdo de variedades tradicionais
analisando o fenotipo e como consequéncia o maior entendimento das
caracteristicas de interesse aos melhorista e como consequéncia, o0 éxito do
melhoramento da espécie em questdo. Em regides de cultivo de manga, as
tentativas de obtencdo de novas cultivares melhoradas estdo em andamento. E
informacdes precisas sobre as relacdes genéticas dentro da diversidade do
germoplasma é muito importante para uso no melhoramento genético (BALLY,
GRAHAM, HENRY, 1996; PANDIT, et al. 2007).

O Banco de germoplasma da EMBRAPA (Mangifera indica) pode ser
considerado pequeno comparado com bancos de germoplasma Indiano, Americano
e de Myanmar. No entanto, o BAG apresenta acessos de todas as regides
importantes produtoras de manga. Sendo ainda necessario em um futuro proximo a
prospeccdo de mais genotipos para enriquecer o BAG para uso no melhoramento
para obtencdo de cultivares mais adaptadas e com caracteres requeridos pelo
consumidor.

Os resultados obtidos pelo agrupamento de otimizacdo de Tocher teve
grande relevancia para identificacdo de cultivares que em um futuro proximo podem
ser identificados pelo conjunto de caracteristicas apresentadas nos dados
agromorfolégicos e moleculares. Dos 23 grupos formados, 10 grupos foram
formados por acessos uUnicos, seis grupos apresentam dois acessos cada e trés
grupos com trés acessos cada. De forma mais minuciosa, individualmente, os
acessos ou cultivares podem ser analisados pelo conjunto de dados observados e
guais caracteristicas molecular e morfolégica pode separar cada acesso. Para uma
melhor identificacdo dos acessos é necessario a implementacdo do maior numero
de marcas morfolégicas e/ou moleculares.

Para o grupo um, em que houve maior niumero de individuos no
mesmo grupo, 47 no total, € interessante que haja a preocupacdo de uma melhor
identificacdo dos cultivares e principalmente, os acessos que apresentem um maior
e melhor pool génico para geracdo de novas progénies recombinantes com maior

ndmero de caracteristicas favoraveis.
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4.3.1.2 Andlises baseadas em distancia e agrupament o

Utilizando dados moleculares e agromorfolégicos em conjunto foi
utilizada a mesma soma das matrizes de distancia para obtencdo do agrupamento
dos 103 acessos de mangueira da EMBRAPA. Os resultados foram baseados na
soma das distancias de Rogers-W modificada, Euclidiana e coeficiente de Jaccard, e
usando o método de agrupamento de Neighbor Joining permitiram identificar dois
grupos. Um grupo superior dividido em dois subgrupos e outro inferior (Figura 4.1).
Os acessos mais contrastantes segundo o dendrograma sao acessos 16 Juazeiro Il
(brasileiro) e 0 85 Apple DCG (tailandés).

b
o
&1
12 0 e 12
=%
55 /gy 02
& & 5 3
™
@ ¥ gy
o o wow
51 -

Figura 4.1 — Dendrograma baseado na soma das distancias de Roger-W maodificado, coeficiente de
Jaccard para dos dados categéricos e Distancia Euclidiana para dos dados continuos, a
partir de dados moleculares e agromorfolégicos, apresentando a relacao genética entre
103 acessos de magueira (Mangifera indica). Em vermelho os acessos com maior
producéo de polpa e os acessos circulados em azul os com menor producédo de polpa



94

O agrupamento foi formado pela jungdo dos 20 marcadores de
microssatélites e 48 caracteristicas fenotipicas sendo 12 caracteristicas continuas e
36 categoricas. Com a juncdo destes dados dos 103 acessos do banco de
germoplasma de mangueira da Embrapa disponiveis foi separado em dois grupos.
Os acessos eram constituidos de 59 acessos brasileiros, 23 norte americanos e 21
de vaérias localidades do mundo (Africa do Sul, Austrélia, india, Filipinas, Tailandia e
México). Para todos os acessos houve a formacéo de dois grupos.

Dentre os acessos brasileiros, as variedades brasileiras Rosa, Espada,
Espada 35, Espada Itaparica, Espada Ouro ficaram agrupadas préximas. Resultado
aproximado pode ser observado no trabalho de Santos et al. (2008) utilizando
apenas marcadores do tipo AFLP no mesmo banco de germoplasma composto de
107 acessos, sedo que 0s mesmos acessos crioulos ficaram agrupados juntos. I1Sso
demonstra que 0s acessos sao bastante similares.

Os 103 acessos nao formaram grupos por regido de origem ou nao foi
possivel analisar com preciséo por caracteristicas agronémicas relevantes na cadeia
produtiva da fruta. Uma caracteristica muito utilizada para selecdo de cultivares,
segundo Folegatti et al. (2002), foi o rendimento da polpa que é requerido para
agroindustria no processamento de polpa para sucos, néctares e outros tipos de
processados. Apenas € aceito cultivares cujos frutos tenham rendimento de polpa
superior a 60%. Outra caracteristica € o tamanho do fruto de mesa para o mercado
europeu que fica em torno de 300 a 450g e para 0 mercado norte americano que
exige frutos entre 250 a 600g (P1ZZOL et al., 1998; Comunidad andina, 2005).

Pode ser observado no agrupamento e comparado com as médias de
peso de polpa (dados presente na tese de Santos, 2010 e ndo amostrados) que 0s
acessos com maior producéo de polpa em sua maioria (75-Kent 569,83g; 7-Edward
538,19; 25-Manzanillo 544,9g; 99-R2E2 783,149 e Papo de Peru | 485,869) ficaram
no mesmo grupo (Figura 4.1). No outro grupo pode ser comparado ao peso e 0s
acessos que ficaram proximos apresentam menor peso médio de polpa (22-
Haden2H 133,3g; 46-Ruby 176,58g; 15-Juazeiro Il 106,0g; 52-Rosa 103,26g; 56-
Manguito 78,14; 45-Espada35 113,51; 24-Espada Itaparica 113,4g; 65-Florigon
132,21g) (Figura 4.1). Estes resultados necessitam de outros experimentos para
serem testados e saber qual relacdo os marcadores moleculares e os dados
fenotipicos podem ser uteis para realizar selecdo de cultivares com caracteres

requeridos pelo mercado. Mesmo assim, no grupo inferior do dendrograma pode ser
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observado que a maioria dos acessos apresentava peso de polpa de 250 gramas
abaixo, com algumas excecdes. Neste grupo com 53 acessos apenas 9
apresentavam peso superior a 260 gramas. O contrario ocorreu no grupo superior
em que a maioria dos genotipos apresentava peso superior a 250gramas. Pode-se
lembrar de que a producdo de polpa é uma caracteristica quantitativa e de dificil
selecdo porque estdo envolvidos varios genes na expressao do carater.

Santos, Lima Filho, Lima Neto (2010); Santos, Lima Neto (2011)
identificaram em seus estudos locos de microssatélites capazes de identificar a
origem de mudas Haden e Tommy Atkins. Estes mesmos autores comentam da
importancia de realizar cruzamentos para agregar maior niumero de caracteres que
possibilite melhorar a qualidade de cultivares que ja apresentam elevado namero de
caracteres favoraveis. Isso porqgue o melhoramento de manga por meio da
reproducdo tem sido tradicionalmente lenta e dificil, com programas de
melhoramento muitas vezes levando mais de 20 anos para obtengcdo de um novo
cultivar. H4 um certo nimero de caracteristicas que contribuem para a lentiddo no
desenvolvimento de novas cultivares e o0 pequeno tamanho dos programas de
melhoramento convencional para a manga (BALLY, LU, JOHNSON, 2009).

Outros pontos importantes na base do melhoramento é realizar estudos
para documentar cultivares, gerenciar apropriadamente os bancos de germoplasma
de mangueira, e para conservar é indispensavel preencher lacunas na colecéo e
assim, manter os recursos genéticos uUnicos e valiosos, tanto nacionais como de
perspectiva global (HIRANO, HTUN OO, WATANABE, 2010).

4.3.1.3 Andlise da estrutura populacional

A andlise da estrutura da populacdo foi realizada utilizando teste de
atribuic&do disponivel no programa STRUCTURE para os 103 acessos de mangueira,
Primeiramente, foi feita a atribuicdo com apenas os dados moleculares para ser
usado como parametro e controle na analise utilizando o conjunto de dados
composto por marcadores moleculares e morfolégicos. Em seguida foi feita a
simulagdo usando os dados moleculares e morfoldégicos qualitativos. Os dados
foram usados em conjunto e transformados em dados binarios e categoricos.

Os valores sugeridos de K segundo Pritchard, Stephens e Donnely

(2000) e de AK de Evanno, Regnaut e Goudet (2005) apresentaram picos K=2
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semelhantes para os dois conjuntos de dados tanto para grafico em que foi utilizado
apenas dados moleculares e o formado pelo conjunto de dados moleculares e
morfoldgicos (Figura 4.2). Analisando a estrutura populacional formada pelos dois
conjuntos de dados foi possivel observar a consisténcia dos resultados e da
formacdo dos subgrupos. Nos dois dendrogramas houve a formacdo de duas
subpopulacdes. E estas subpopulacdes formadas foram constituidas pelos mesmos
acessos nas duas populacdes. Em alguns casos apenas havia a mudanca de ordem
dos acessos nos grupos. A excecao foi os acessos (44 juazeiro 1V, 73 Itamaraca e o
102 Ataulfo) que mudaram de grupo nas analises feitas por meio dos dados

moleculares e morfoldgicos, simutaneamente.
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Figura 4.2 — AK de Evanno et al (2005) para 20 repeticdes de simulacdes no programa Structure K
=1 a 10 para 103 acessos de mangueira conjunto de dados com apenas dados (A -
moleculares) e ( B - moleculares e morfolégico)

Este resultado demonstra ser possivel a utilizacdo de dados fenotipicos
e gendtipos em conjunto e ndo proporcionar perdas de informacdo nas andlises
genéticas realizada no programa STRUCTURE. A consisténcia dos resultados neste
trabalho pode corroborar com o aumento de informacdes disponiveis para o

melhoramento de culturas perenes como a manga.
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Figura 4.3 — Cento e trés acessos de mangueiras alocados em dois grupos identificados na andlise
da estrutura populacional K=2 para os dois conjuntos de dados (apenas molecular (A);
molecular e morfolégico(B))

As analises realizadas no programa STRUCTURE ndo puderam ser
comparadas com as outras analises genéticas porque o conjunto dos dados foram
diferentes. Tanto no teste de otimizacdo de Tocher e na analise de agrupamento o
conjunto de dados era composto por mais 12 caracteres continuas. No entanto, a
similaridade e alocacdo entre os acessos (Espada, Espada 35, Espada Ouro e
Rosa) brasileiros se repetiram.

As duas simulacbes realizadas pelo programa STRUCTURE foram
consistentes como comentado anteriormente, apenas serd discurtido os resultados
gerados pelo conjunto (microssatélites e dados morfol6gicos).

O valor de K=2 apresentou o valor biol6égico mais adequado para o
banco de germoplasma e dividiu os acessos em dois subgrupos. Um subgrupo 1
(SB1) apresentou 47 acessos brasileiros e mais dez acessos originados de outros
pais (dois australianos, trés norte americano, dois indianos, um sul africano, um
tailandés e um mexicano). O outro subgrupo (SB2) apresentou 34 cultivares norte
americanos e de outros paises, e mais 10 cultivares formados por hibridos
brasileiros descendentes provavelmente, desses cultivares comerciais. Dentre 0s
hibridos estéo (Alfa, Beta, Haden2H, Haden rosa, BRS-6mega, Ub4, Roxa, Surpresa
e Espada vermelha).
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Estes dois grupos formados correspondem a dois conjuntos heteréticos
distintos. Os hibridos brasileiros formaram um novo subgrupo heterético e compde o
subgrupo (SB2 em verde) com caracteristicas mais diferenciadas do que grupo
formado por acessos brasileiros (SB1 em vermelho) (Figura 4.3 - B). Os hibridos
agrupados com a maioria dos cultivares norte americanos sao variedades mais
cultivadas comercialmente. Entdo, esse rearranjamento dos grupos com bases
distintas pode ser explicada pelas duas introdu¢des ocorridas no Brasil. A primeira
realizada pelos portugués no periodo Brasil col6nia e o segundo momento realizado
por melhoristas visando o enriquecimento da cultura no pais.

Outro fato € a tentantiva de realizar selegcdo para complementar ou
agregar caracteristicas desejadas para o melhoramento genético. Entdo o
cruzamento € realizado entre cultivares para avaliar o poder de combinacéo entre os
gendtipos, sendo realizado para caracteristicas qualitativas e complexas e
dependendo da finalidade do programa de melhoramento. Para culturas como a
manga € importante estar realizando selecdo entre cultivares comerciais com
acessos mais adaptados as condicfes climaticas brasileiras.

No estudo desenvolvido por Hirano, Oo, Watanabe (2010) com
acessos de mangueira de varias partes do mundo e mais uma populacdo de
mangueira de Myanmar, pode-se observar que alguns gendtipos da populagédo de
mangueira ficaram em outro grupo similar ao que aconteceu no banco de
germoplasma da Embrapa. Isso pode ter ocorrido pela similaridade que alguns
acessos apresentam em relacdo aos demais. No caso brasileiro de alguns acessos
serem alocados no grupo formado por cultivares comerciais pode ser explicado
pelos acessos serem hibridos, entdo apresentavam caracteristicas proximas aos
demais por descendéncia. E isso ocorre pela expansao do cultivo da manga em
novas areas ter envolvido adaptacéo para novas regides. E foi necessaria a selecao
de gendtipos mais adequados e hibridizacdo de gendétipos com diferentes cultivares.

Em varias regides produtoras de manga o esforco do melhoramento é
sempre desenvolver melhores cultivares. A informacao precisa sobre o parentesco é
necessaria dentro da diversidade do germoplasma para poder auxiliar na eficiéncia
do programa de melhoramento (PANDIT et al.,, 2007). A estruturagdo de um
programa de melhoramento visa enriquecer por meio da ampliacdo da variabilidade
genética. E para isto, a introducédo e intercambio de gendtipos € uma acéo essencial

para dar suporte ao pesquisador. No caso da manga que € uma espécie exotica, a
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prospeccdo e coleta de materiais tradicionalmente cultivados no pais, como ragas
locais e parentes silvestres; entre outras espécies (presentes na India, Filipinas,
Myanmar e Tailandia) com potencial de uso futuro, ampliara significativamente a
diversidade genética disponivel. A identificacdo confiavel sera primordial para a
caracterizacao e avaliacdo do germoplasma da mangueira aumentando o grau de
variabilidade disponivel. E finalmente, a eficiéncia das avaliagbes de diferenciacédo
dos acessos entre si antecipard o potencial de cada um ante as caracteristicas
genéticas mais associadas resisténcia a doencas, ligadas a qualidade do fruto e a

produtividade.
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5 CONCLUSOES

A Dbiblioteca genbmica enriguecida com os SSRs foi eficiente no
desenvolvimento de novos locos para Mangifera indica e eficientes na
caracterizacao do germoplasma de mangueira,

O germoplasma da mangueira apresenta um nivel satisfatorio de divergéncia
génica e riqueza alélica e essas informacdes séo uteis na caracterizacao dos
acessos e formacéo de grupos relacionados ou contrastantes;

Os acessos foram separados em dois grandes grupos, sendo um deles
formado com a maioria dos acessos brasileiros e 0 outro apenas com acessos
norte americanos e hibridos do programa de melhoramento da Embrapa;

A colecdo nuclear manteve a riqueza alélica do banco de germoplasma de
mangueira brasileiro;

Os marcadores moleculares e morfolégicos corroboram entre si e sao Uteis
para aprimorar a caracterizagédo do germoplasma e subsidiar os programas de

melhoramento da mangueira.





