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RESUMO

Hancornia speciosa, popularmente conhecida como "Mangabeira”, € uma fruteira nativa do
Cerrado Brasileiro que tem grande potencial econdmico devido aos seus usos maltiplos. O
principal interesse comercial da espécie é a producéo de frutos, que sdo consumidos in natura
ou processados para a fabricacdo de doces, geleias, sorvetes, sucos e licores entre outras
iguarias. Como a utilizacdo é baseada principalmente na atividade extrativista, existem
trabalhos que sugerem o alto risco de extingdo para a espécie. Existem seis variedades
botanicas de mangabeira, que sdo elas: speciosa, maximilliani, lundii, cuyabensis, gardneri e
pubescens, as quais diferem morfologicamente principalmente pela folha e flor. Apesar do
potencial econdmico da espécie, existem poucos estudos sobre a variacdo morfologica,
diversidade genética e farmacoldgica da mangabeira. O levantamento dos estudos realizados
com a H. speciosa, juntamente com o conhecimento de como a variabilidade genética dessa
espécie é organizado entre as populacbes € Util para programas de conservagdo e
melhoramento genético. Neste estudo foi realizado um levantamento ciencimétrico sobre a
mangabeira com o objetivo de mostrar a importancia da espécie H. speciosa, fomentar e
direcionar futuras pesquisas sobre a planta. Como resultado, verificou-se um baixo indice de
estudos sobre a espécie, sendo encontrados apenas 139 artigos publicados nos ultimos 68
anos. Em relacdo as areas de abrangéncia dos estudos, percebeu-se que existem poucos
trabalhos sobre a caracterizacdo morfolégica, molecular e farmacoldgica das diferentes
variedades boténicas da espécie, sendo que esses pontos devem ser mais bem explorados em
pesquisas futuras. Em relacdo as analises de variabilidade genética, duas ferramentas foram
utilizadas, os marcadores moleculares e a citogenética. Os dados com marcadores moleculares
foram gerados a partir do uso de marcadores microssatélite (EST-SSR) e marcadores
randémicos (RAPD). Os resultados obtidos com marcadores EST-SSR mostraram uma alta
taxa de transferibilidade entre C. roseus para H. speciosa (75%), baixa heterozigosidade (He)
e variabilidade loco (2 ou 3 alelos por loco). Esses resultados sugerem uma baixa diversidade
genética nas amostras de mangabeira. Em relacdo a distribuicdo espacial, o indice de
dissimilaridade de Jaccard e distancias geogréaficas indicaram que ndo houve uma estruturacédo
espacial da variabilidade genética. Em relacdo a taxonomia, os marcadores obtidos ndo sao
capazes de distinguir quaisquer variedades botanicas H. speciosa. Os dados gerados poderdo
ser utilizados no estabelecimento de estratégias de conservacdo, bem como no direcionamento
de cruzamentos em programas de melhoramento, ampliando o conhecimento sobre uma
espécie que possui potencial econémico associado a producédo de frutos e de fitoterapicos.

Palavras-chave: Cerrado, frutifera nativa, mangabeira, marcadores moleculares,
variabilidade genética.



ABSTRACT

Hancornia speciosa, popularly known as “mangabeira”, is a native fruit tree of the Brazilian
Cerrado that has great economic potential due to its multiple uses. The main commercial
interest of this species is the fruit production. The fruit can be eaten or processed for the
manufacture of jams, jellies, ice-cream, juices and liquors among other delicacies. This
species has a high risk of extinction As the use of the species is based mainly on extractive
activity. H. speciosa presents six botanical varieties that they are: speciosa, maximilliani,
lundii, cuyabensis, gardneri e pubescens, which morphologically mainly differ by leaf and
flower. Despite the species economic potentials, there are few studies on the morphological
variation, genetic and pharmacological diversity of mangabeira. Scientometric studies about
H. speciosa can be useful for conservation and breeding projects of this species, since they
can identify deficiencies and helping to direct futures researches. As a result, there was a low
level of studies of the species, being found only 138 articles published in the last 68
years. In relation to the areas covered by the study, it was noted that there are few studies on
the morphological, molecular and pharmacological of different botanical varieties of the
species, and these points should be more widely used in future research. This research identify
that there are few studies about morphological, molecular and pharmacological
characterization of H. speciosa botanical varieties. In relation to genetic variability analysis,
two tools were used, molecular markers and cytogenetics. The data with molecular markers
were generated from the use of microsatellite markers (EST-SSR) and random markers
(RAPD). The results obtained with SSR markers showed a high rate of transferability between
C. roseus H. speciosa (75%), low heterozygosity (He) and variability locus (2 or 3 alleles per
locus). These results suggest low genetic diversity mangabeira samples. Regarding the spatial
distribution, the dissimilarity index of Jaccard and geographical distances, showed no spatial
structure of genetic variability. In relation to the taxonomy, the used markers are not able to
distinguish any botanical varieties H. speciosa. The information generated can be used in
establishing conservation strategies, as well as in the direction of crosses in improvement
programs, expanding the knowledge of a species that has economic potential associated with
the production of fruit and herbal medicines.

Keywords: Cerrado, genetic variability, mangabeira, molecular markers, native fruit.



10

INTRODUCAO

O Cerrado é o segundo maior bioma do pais e estd localizado predominantemente no
Planalto Central Brasileiro, cobrindo uma area de aproximadamente 2.039.386 de km?, o que
equivale a 25% do territorio nacional (MMA, 2010). Este bioma possui uma grande
heterogeneidade de espécies animais e vegetais, as quais representam cerca de 5% da
biodiversidade mundial (RIGONATO e ALMEIDA, 2003). No Cerrado também é encontrada
alta abundancia de espécies endémicas, e é considerada a savana mais rica do mundo,
contando com VArios ecossistemas e uma flora com mais de 11.627 espécies de plantas nativas
ja catalogadas (MMA, 2015).

A grande riqueza natural do Cerrado tem despertado nas ultimas décadas um aumento no
interesse em explorar espécies nativas (BARROS, 2008). As frutiferas sdo um dos exemplos
de espécies nativas exploradas comercialmente no Cerrado. Elas podem ser utilizadas com
finalidade alimenticia, medicinal, ornamental, produtora de madeira, fibra, 6leo, material para
artesanato e outros (BORGES e FELFILI, 2003). Contudo, a utilizacdo dessas espécies €
realizada muitas vezes de forma extrativista, 0 que pode levar a uma erosdo genética ou até
mesmo a extin¢do da espécie.

Assim, torna-se necessario elevar o numero de estudos de caracterizacdo, conservacao e
utilizacdo das espécies do Cerrado, além da difusdo de uso sustentavel dessas espécies pelas
populacdes locais, de forma que se diminua o consumo extrativista e passe a estabelecer
culturas dessas espécies nativas (BRACK et al., 2007). Nas Gltimas décadas estd ocorrendo
um crescente desmatamento, queimadas e avanco agricola, modificando o Cerrado ao longo
dos anos, restando apenas 50,84% de vegetacdo remanescente, contribuindo para a perda da
biodiversidade deste bioma (IBAMA, 2010).

Das frutiferas com potencial de utilizacdo agricola no Cerrado destacam-se as que
produzem frutos comestiveis de formas, tamanhos, cores e sabores caracteristicos e variados,
tornando uma alternativa econémica para o aproveitamento sustentavel da regido. Dentre as
espécies que ja sdo utilizadas como fonte de renda podem ser citadas: Eugenia dysenterica
(cagaita), Butia capitata (coquinho-azedo ou butid), Hancornia speciosa (mangabeira),
Passiflora sp (maracuja nativo), Annona crassiflora (araticum ou marolo) e Caryocar
brasiliense (pequi), que sé&o consumidas in natura ou processadas para a fabricacdo de doces,
geleias, sucos e licores entre outras iguarias, além de servirem de alimento para a fauna
(CARVALHO, 2007).

Além de serem utilizadas como alimentos e para o comércio, algumas frutiferas do
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Cerrado também possuem propriedades medicinais de grande importancia e sdo utilizadas
pelas comunidades locais, por fazerem parte de suas tradi¢cdes e costumes (BARRQOS, 2008).
Dados da literatura apontam no Cerrado Goiano 326 espécies de plantas com uso medicinal e
estas espécies estdo distribuidas em 79 familias. As familias que apresentaram maior numero
por espécies sdo: 40 na familia das Fabaceae, 29 nas Asteraceae, 18 nas Lamiaceae, 11 nas
Apocynaceae, 11 nas Myrtaceae, 11 nas Bignoniaceae e 8 nas Rutaceae (MESQUITA-NETO
e SOUZA, 2009).

O uso de uma planta na medicina popular € um bom indicativo dos potenciais de
compostos naturais para a descoberta de novas substancias terapéuticas. Dessa forma o
conhecimento popular € um grande aliado do meio cientifico, indicando quais espécies de
plantas sdo fortes candidatas para estudos empiricos. Sdo exemplos de frutiferas nativas do
Cerrado usadas na medicina popular e estudadas cientificamente: a Anacardium occidentale
L. popularmente conhecida como cajueiro, o qual possui potencial anti-hiperglicémico,
antioxidante e protetor renal (DE BRITO et al., 2007; FENNER et al., 2006; PEREIRA et al.,
2006); a Annona muricatana L. conhecida como graviola, a qual possui efeito larvicida,
antitumoral, antioxidante (BASKAR et al., 2007, MENAN et al., 2006; OSORIO et al.,
2007); Caryocar brasiliense conhecida como pequi, a qual possui propriedades antioxidantes
(MIRANDA-VILELA, 2009); e a H. speciosa conhecida como mangabeira, por possuir
potencial antioxidante, anti-inflamatorio e angiogénico (ALMEIDA et al., 2014; MARINHO
et al., 2011; SANTOS et al., 2007). O potencial econdmico dessas espécies tanto na producéo
de frutos como de novos farmacos mostrou a necessidade de caracterizacdo bioldgica,
conservacao e melhoramento genético das espécies presentes no Cerrado. Dentre as diversas
frutiferas do Cerrado com potencial medicinal, optou-se nesse trabalho em estudar a
mangabeira.

A H. speciosa, popularmente conhecida como mangabeira, € uma fruteira nativa de varias
regibes e ecossistemas do Brasil (LEDERMAN e BEZERRA, 2003), a qual vegeta
espontaneamente em solos secos e arenosos adaptando-se a diferentes climas (MOURA et al.,
2002). No Cerrado, a mangabeira ocorre principalmente em encostas, as quais geralmente séo
inapropriadas para agricultura (REZENDE et al., 2003). A planta é perenifélia, frutifera,
possui copa irregular, tronco tortuoso, bastante &spero e ramificado. Os ramos sdo lisos e
avermelhados e a raiz € pivotante profunda, circundada de raizes secundarias bem
desenvolvidas. Possui folhas simples, opostas, ovais ou lanceoladas, pecioladas e de

consisténcia coriacea (LEDERMAN et al., 2000). Apresenta inflorescéncia no apice dos
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ramos, com duas a cinco flores hermafroditas de coloracdo branca, de trés a quatro
centimetros de comprimento. As sementes da mangabeira séo discoides, achatadas, com sete a
oito milimetros de didmetro, de cor castanho-clara, rugosas com hilo central. As sementes sdo
consideradas recalcitrantes, isto €, ndo suportam ressecamento, perdendo rapidamente o poder

germinativo assim que sdo retiradas do fruto (VIEIRANETO et al., 2009).

Figura 1: Imagens da H. speciosa. 1.) arvore; 2.) folhas; 3.) inflorescéncia e 4.) fruto.
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Em relagdo a sua classificagdo botanica, o género Hancornia ¢ considerado
monotipico e, por isso, sua unica espécie ¢ H. speciosa Gomes, que pertence a classe
Dicotyledoneae, ordem Gentianales, familia Apocynaceae, género Hancornia e a espécie H.
speciosa com seis variedades: H. speciosa variedade speciosa, maximilliani, lundii,
cuyabensis, gardnerie e pubescens (MONACHINO, 1945). As variedades botéanicas se
diferenciam por algumas caracteristicas morfologicas, principalmente da folha e da flor,
existindo uma grande dificuldade em identificar diferentes variedades e muitas vezes davidas
no sistema de classificacdo e identificacdo, o que pode induzir a erros (MOURA, 2003). A
seguir serdo apresentadas as principais caracteristicas morfolégicas e localizacdo de cada
linhagem de mangabeira, segundo Monachino (1945):

- H. speciosa Gomes (variedade tipica) ou H. speciosa variedade speciosa: possui folhas
glabras, com peciolo de 0,9 cm a 0,15 cm de comprimento e limbo foliar com até 6 cm de
comprimento e 2 cm de largura, e esta presente na regido nordeste do pais, na divisa com a
Bahia, o Piaui e 0 Maranhéo;

- H. speciosa variedade cuyabensis: apresenta o peciolo com cerca de 0,3 a 0,5 cm de
comprimento, limbo de 4,0 a 10 cm de comprimento e 1,5 a 3,0 cm de largura, , calice glabro
externamente, corola grande, glabra externamente. Esta presente principalmente no estado do
Mato Grosso;

- H speciosa variedade maximiliani: apresenta peciolo com cerca de 0,8 cm de
comprimento, limbo de 0,5 a 6,0 cm de comprimento e 2,0 a 2,5 cm de largura, um pouco
menor e 0 peciolo um pouco mais curto que a variedade tipica. Sua distribuicdo geografica
esta associada ao estado de Minas Gerais;

- H speciosa variedade lundii: possui peciolo com 0,3 a 0,5 cm de comprimento, limbo de
5,0 a 7,0 cm de comprimento e 3,0 cm de largura, célice cerdoso-pubescente na parte inferior
da nervura central, pedicelos pusbescentes. Assim como a variedade maximiliani, sua
distribuicdo geografica esté associada principalmente ao estado de Minas Gerais;

- H. speciosa variedade gardneri: possui peciolos de 0,3 a 0,5 cm de comprimento e
limbo foliar de 6 a 12 cm de comprimento e 3 a 6 cm de largura, folhas glabras, frutos
maiores e de coloracdo verde predominante, presente em todo estado de Goiés;

- H. speciosa variedade pubescens: apresenta peciolos curtos, limbo pubescente na parte
inferior, com 6,0 a 12 cm de comprimento e 3,0 a 6,0 cm de largura, ramos densamente
pubescentes, corola maior com lobulos cerdosos pubescentes, tubo pubescentes externamente.
E encontrada principalmente nos estados de Goias e Minas Gerais.

De forma geral a distribuicdo geografica da mangabeira no Brasil pode ser observada na



Figura 2 (Embrapa, 2009). Essa distribuicdo estende-se pela Costa Atlantica desde o0 Amapé e

0 Pard, nos tabuleiros costeiros e nas baixadas litoraneas do Nordeste, até o Espirito Santo,
por toda a regido de Cerrado do Brasil Central até o Pantanal (LEDERMAN et al., 2000).
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Figura 2: Mapa das regides de ocorréncia da mangabeira no territorio brasileiro (EMBRAPA,

2009).
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O interesse na cultura da mangabeira vem crescendo nos ultimos anos, sendo o
principal interesse comercial o fruto, o qual ¢ denominado mangaba. O mesmo pode ser
consumido in natura ou processado como geleia, doce, sorvete, suco, refresco, picolé, licor,
vinho e xarope (SOUZA, 2001). Além dos frutos, outros importantes subprodutos com
potencial farmacoldgico podem ser extraidos dessa planta.

Por exemplo, estudos mostraram que as folhas de H. speciosa possuem compostos
bioativos que controlam eficientemente a pressao arterial (SILVA et al., 2011a). Neste estudo
a fracdo do extrato etanodlico das folhas de H. speciosa (SFH) foi administrado para
camundongos por via oral e seu desempenho foi comparado ao do Captopril, medicamento
comumente usado para controle de pressdo arterial. Os resultados demonstraram que o SFH e
o captopril induziram um efeito hipotensivo em camundongos controlando a presséao arterial
sistlica através da inibicdo da atividade da enzima conversora da angiotensina em soro.
Contudo, o SFH foi administrado em uma dosagem 10 vezes menor do que o captopril, o qual
é considerado um dos melhores medicamentos utilizados para controle de pressdo arterial
atualmente (padrdo ouro da ANVISA).

Ja a casca de H. speciosa produz diferentes tipos de flavondides, catequinas,
antocianinas e taninos, que podem ser utilizados no tratamento de gastrite causada por
Helicobacter pylori (MORAES et al., 2008). Neste estudo, os autores extrairam dois extratos
diferentes da casca de H. speciosa, um deles usou a casca seca misturada com etanol (HE) e o
outro diluida em agua (BI). Os resultados mostraram que a HE aumentou o pH e diminuiu da
producdo de acido de suco gastrico promovendo um aumento da quantidade de muco e efeito
anti-H. pylori, enquanto que o Bl apenas estimulou a sintese de muco.

O latex de H. speciosa é utilizado tanto na medicina popular como também existem
recentes estudos cientificos que mostram suas propriedades anti-inflamatdrias, antioxidante e
angiogénica. Na medicina popular o latex € usado no tratamento de doencas flngicas,
tuberculose, disfuncdes hepaticas, ulceras, dermatose, verrugas, caimbras, pancadas e infecdes
(GUARIM NETO, 1997; PINHEIRO et al., 2001; SILVA JUNIOR, 2003). Cientificamente,
Marinho et al. (2011) mostraram que o latex de mangabeira apresenta atividade anti-
inflamatoria, a qual foi constatada a inibicdo da formacéo de &cido nitrico, prostaglandina E2
e producdo de citocinina. Esse estudo foi realizado com ratos e a metodologia foi a analise de
analgesia e modelo de inflamagdo. Como resultado foi observado que o latex aumentou os
niveis de mediadores inflamatdrios e inibiu significativamente: 1.) o nimero de contorgdes;
2.) 0 tempo que o animal passou lambendo a pata infectada com formalina; 3.) o edema da

pata dos ratos; 4.) a inflamacdo induzida por injecdo subcutanea de carragenina; 5.) a
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migracdo de células; 6.) o volume de exsudado; e 7.) as proteinas extravasamento.

Em outro estudo Sampaio (2008) mostrou que o latex extraido do fruto verde de
mangabeira tem o efeito antioxidante, o qual gerou efeito hepatoprotetor significativo nos
ratos testados. Ainda em relacdo ao latex, Almeida et al. (2014) mostraram o potencial
angiogénico do latex extraido do caule de H. speciosa através do ensaio em ovos de galinha
fertilizado. As membranas carioalantdides (CAM) submetidas ao tratamento com o latex
apresentaram niveis de vascularizagdo semelhante ao do Regederm®, pomada comercial,
responsavel pela regeneracao de tecidos.

Apesar do potencial farmacoldgico, atualmente a mangabeira € utilizada
principalmente para a producdo de frutos, havendo poucos plantios comerciais no Brasil
(LEDERMAN e BEZERRA, 2003). Na maioria dos estados produtores a producao de frutos
que chega ao mercado e as industrias de processamento € principalmente extrativista
(CARVALHO et al., 2001). Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(2010) a producédo de mangaba no Brasil decaiu entre 0s anos de 2004 (999 toneladas) a 2010
(722 toneladas). Essa queda de producdo nos ultimos anos gera preocupacdo em relacdo a
conservacao e uso sustentavel, podendo ocasionar a diminui¢do ou até mesmo a extingdo da
espécie, como consequéncia do uso extrativista.

O crescente interesse pela cultura da mangaba, o seu potencial econdémico e a ameaca
de extincdo sdo elementos que levam a investigar o atual conhecimento adquirido sobre a
mangabeira. Sendo assim, um dos objetivos deste trabalho € realizar um estudo
cienciométrico sobre a H. speciosa. A cienciometria € um estudo quantitativo para identificar
irregularidades, padrdes ou tendéncias que possam existir em publicacdes de um determinado
dominio da investigacdo cientifica, tendo como objetivos o esclarecimento e a maior
visibilidade do desenvolvimento cientifico e tecnologico, identificando a concentracdo dos
assuntos cientificos, compreendendo como e quanto ocorre a troca de informacgdes entre 0s
cientistas, podendo ser empregada para auxiliar politicas para o desenvolvimento cientifico,
além de influenciar na consolidacdo de grupos de pesquisa e integrar a producao de grupos de
pesquisa (BARBOSA et al., 2012, MACIAS-CHAPULA, 1998; VANTI, 2002, HOUWES,
2012). Contribuindo de maneira significativa para o estudo dos indicadores cientificos, tendo
como meta a geracdo de informacdes e discussdes, de forma a colaborar para a resolugédo de
problemas encontrados na ciéncia moderna (SANTOS, 2003).

A cienciometria ndo substitui um método analitico sobre determinado assunto, mas
tem a capacidade de provocar maior visibilidade dos dados da pesquisa. Tal recurso €

importante para identificar quais areas de estudos precisam de maior atencdo em cada campo
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de atuacdo (LAURINDO e MAFRA, 2010). Uma das propostas desse trabalho é realizar um
levantamento sobre o conhecimento cientifico da espécie H. speciosa com o objetivo de dar
direcionamento as futuras pesquisas e auxiliar no delineamento de projetos de conservacéo,
biologia, melhoramento genético e prospeccdo dessa area de atuacdo (LAURINDO e
MAFRA, 2010).

O sucesso de qualquer programa de conservagdo e/ou melhoramento genético depende
de um entendimento da quantidade e distribuicdo da variacdo genética presente na espécie.
Tradicionalmente, uma combinacdo de caracteristicas morfoldgicas e agrondmicas tem sido
utilizada para medir a diversidade genética. No entanto, H. speciosa € uma planta
heterogénea, com muitas caracteristicas morfoldgicas que se sobrepdem. Além disso, muitas
caracteristicas vegetativas sdo influenciadas por fatores ambientais e apresentam uma
variacdo continua e elevada plasticidade, o que torna dificil a identificacgdo em grupos
taxonémicos distintos. Na tentativa de superar esses problemas, os marcadores moleculares
tém sido comumente utilizados para monitorar a variabilidade genética de populacGes e
espécies (DE MENEZES et al., 2014; GONZALES-PEREZ et al., 2009; SONG et al., 2014).

Os marcadores moleculares sdo definidos como marcadores genéticos baseados na
deteccdo de isoenzimas ou sequéncias de DNA (FALEIRO e ANDRADE, 2011). As
principais vantagens dos marcadores moleculares em relacdo aos morfoldgicos e bioquimicos
sdo: 1.) identificacdo de alta taxa de polimorfismos; 2.) identificacdo direta do genotipo sem
influéncia do ambiente; 3.) possibilidade de deteccdo desses polimorfismos em qualquer
estdgio de desenvolvimento da espécie em estudo; e 4.) possibilidade de gerar maior
quantidade de informagdo genética por loco (FALEIRO, 2007).

Os diferentes tipos de marcadores permitem estudos de evolucéo, diversidade genética
inter e intraespecifica, de identificacdo de individuos, origem genética e identificacdo de
novas variantes, gerando informacdes e dados genéticos, que sdo utilizados em diversos tipos
de pesquisa, principalmente relacionadas a programas de conservagéo, caracterizacdo e uso de
recursos geneéticos e programas de melhoramentos animal e vegetal (FALEIRO e ANDRADE,
2011). Além disso, os marcadores podem gerar uma quantidade de informacGes sobre a
identificacdo genética de individuos, diversidade, frequéncia génica, relacionamento
filogenético, mapeamento genético, selecdo assistida por marcador, sendo uma poderosa
ferramenta em programas de conservacdo, caracterizacdo e uso de germoplasma e
melhoramento genético (BOREM e CAIXETA, 2009).

A utilizacdo de marcadores moleculares baseia-se principalmente na técnica de

amplificagdo em cadeia pela polimerase (PCR e suas variagdes) e na técnica de hibridizag&o.
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Sendo os principais marcadores: RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism),
Minissatélites, RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), SCAR (Sequence
Characterized Amplified Regions), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) e
Microssatélites ou SSR (Single Sequence Repeat), SNPs (Single Nucleotide Polymorphism)
entre outros (DOS REIS, 2010).

De acordo com o conhecimento de cada um dos marcadores citados, optou-se neste
estudo pela utilizacdo dos marcadores do tipo RAPD, por possuir a vantagem de baixo custo e
ndo precisarem de um conhecimento prévio do genoma da espécie e os marcadores SSRS
devido a sua alta taxa de confiabilidade e a possibilidade de transferibilidade entre espécie da
mesma familia, sendo que a taxa de transferibilidade aumenta entre espécies do mesmo
género, ou de géneros estreitamente relacionados, do que entre géneros distante de uma
mesma familia (MNEJJA et al., 2010).

O marcador do tipo RAPD - Random Amplified Polymorphic DNA (DNA polimoérfico
amplificado ao acaso) consiste em fragmentos de DNA amplificados por meio de PCR
utilizando iniciadores “primers” curtos (geralmente dez nucleotideos) de sequéncia aleatéria
(FALEIRO e ANDRADE, 2011). Assim a sequéncia alvo da amplificacdo é desconhecida, ndo
sendo necessario o conhecimento prévio do genoma em estudo (CAPINAN, 2007). Outras
vantagens dos marcadores RAPD sdo: 1.) baixo custo; 2.) facilidade e rapidez de obtengéo
dos marcadores e resultados; 3.) quantidade minima de material genético para analise
genotipica do individuo; 4.) identificar de grande quantidade de polimorfismos (FERREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1995). Em contrapartida, possui limitacGes por se tratar de um marcador
com polimorfismo binario (presenca ou auséncia), nao permitindo a distincdo de
heterozigotos e limitando a quantidade de informages por loco (FALEIRO, 2007).

Os marcadores RAPDs sdo aplicados principalmente para analises de “Fingerprinting”
molecular, diversidade genética e mapeamento genético (FALEIRO e ANDRADE, 2011).
Tendo sido empregado para avaliar a diversidade genética em diversas culturas de frutiferas
do Cerrado, dentre os quais pode-se citar os estudos com aceroleira (SALLA et al., 2002),
com goiabeira (GOMES FILHO et al., 2010), com acessos de pitaya (JUNQUEIRA et al.,
2010), com o maracujazeiro (NAKATANI et al., 2009) e com a mangabeira (COSTA et al.,
2011; MOURA et al., 2011; MOURA et al., 2005; SILVA et al., 2011b).

Nessa proposta foi selecionado esse marcador devido as suas vantagens discutidas
anteriormente, além de que os trabalhos citados que utilizaram esses marcadores estudaram
areas de ocorréncia locais e esta pesquisa abrange uma maior area de dispersao da espécie, na

tentativa de descrever a variabilidade genética das diferentes variedades da espécie e pelo fato
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de ndo existir informacéo a respeito da genética de H. speciosa. Uma simples busca em banco
de dado internacional (Genebank) mostrou que atualmente existem apenas seis sequéncias
depositadas para essa espécie (pesquisa realizada em 07/10/2014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore?term=%22HANCORNI%20SPECIOSA%22%20[ORG
N]).

Os marcadores microssatélites ou SSRs (Simple Sequence Repeats) consistem de
sequéncias curtas variando de um a seis nucleotideos, que se repetem em tandem no genoma,
cujas regides sdo delimitadas por sequéncias conservadas de DNA, sendo desenhados
iniciadores especificos que complementem essas sequéncias Unicas que flanqueiam os
microssatélites, sendo o polimorfismo entre os individuos detectado pela variagdo no nimero
de unidades de repeticdo (FALEIRO e ANDRADE, 2011).

Estes marcadores sdo co-dominantes, possibilitando a identificacdo entre homozigotos
e heterozigotos, apresentam variagcbes de tamanho entre os alelos e estdo distribuidos
aleatoriamente no genoma. Os segmentos amplificados apresentam um extenso polimorfismo
resultante da presenca de diferentes ndmeros de elementos simples repetidos, assim
constituindo um l6cus genético altamente varidvel, multialélico e de grande contetdo
informativo, sendo um dos melhores métodos para estudos genéticos, podendo ser utilizados
para a determinacdo do grau de relacdo entre individuos e/ou grupos de uma mesma espécie,
para analise de ascendéncia (testes de paternidade) entre outros. Além de fornecer dados para
estudos filogeograficos e filogenéticos, estes estudos sdo possiveis devido a trés
caracteristicas existentes neste marcador, que sdo: a elevada abundancia com ampla
distribuicdo pelo genoma, a neutralidade e o alto polimorfismo (MULLER et al., 2010).

Os SSRs possuem uma classificacdo de acordo com a composi¢cdo das sequéncias
repetidas que sao: repeticdes perfeitas, ndo apresentando nenhuma interrupcdo, por exemplo:
GTGTGTGT; repeticdes imperfeitas, interrompidas por bases gque ndo correspondem ao
motivo, por exemplo: GTGTGTAGTGTGT e por repeticbes compostas, quando duas ou mais
repeticdes de microssatélites estdo dispostas adjacentes, por exemplo: GTGTGTCACACA
(SIGRIST, 2009).

Podem ser encontrados em sitios codificantes e ndo-codificantes do genoma que sao
caracterizados em geral pelo polimorfismo ocorrido devido as altas taxas de mutacao presente
nesses locos, sendo uma possivel causa da grande variabilidade de microssatélites explicada
pelos erros que acontecem nos processos de recombinagdo (crossing-over desigual). Os
elementos de transposicdo e o processo de deslizamento da DNA polimerase na replicagdo ou

reparo do DNA ocorrem, podendo gerar mudancas drasticas, como a perda ou 0 ganho de um
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grande nimero de repeticdo causando os polimorfismos nos microssatélites (PAIVA, 2013).

Os marcadores microssatélites (SSR) tém sido amplamente utilizados como uma
ferramenta para respostas a varias perguntas sobre a genética de populacdes (GONZALES-
PEREZ et al, 2009; WANG et al., 2014). No entanto, 0s avancos no uso de microssatélites
tém sido dificultado devido a necessidade do conhecimento prévio das sequéncias
flanqueadoras das regides de microssatélites, as quais sao obtidas por montagem de biblioteca
genbmica e sequenciamento elevando custo e tempo gasto para desenvolver iniciadores
especificos para cada locus das espécies nativas (ZUCCHI et al., 2003).

Uma alternativa para a aplicacdo dessa técnica em genomas desconhecidos € o uso do
processo denominado transferibilidade, ou seja, a utilizagdo de sequéncias flanqueadoras
(marcadores SSR) de espécies conhecidas e proximas filogeneticamente a espécie em estudo.

Os marcadores EST sdo originados de regides codificadoras, que sdo mais conservadas
entre populacBes e espécies (SARGENT et al., 2007). Estes podem ser utilizados entre
espécies relacionadas, através da transferibilidade entre espécies que ainda ndo apresentam
sequéncias de DNA disponiveis para analise (ALVARENGA et al., 2011). Muitos estudos tém
mostrado a possibilidade de utilizacdo de iniciadores desenhados para uma espécie para outra
espécie, pertencentes a0 mesmo género ou mesmo entre diferentes géneros (FAN et al, 2013;
MATHITHUMILAN et al, 2013).

Esse mecanismo de transferibilidade pode possibilitar a construgdo de mapa
comparativo entre as espécies relacionadas, além de reduzir o custo da genotipagem,
contribuindo para o desenvolvimento de estudos de genética de populacdes. Estudos com
arvores tropicais ja demonstraram alta taxa de transferibilidade de SSR entre espécies
arbdreas taxonomicamente relacionadas, como na Leguminosae e entre espécies de
Eucalyptus, ja a absoluta com 100% de transferibilidade de microssatélites foi encontrada
entre Caryocar brasiliense e outras cinco espécies do mesmo género, que sdo C. coriaceum,
C. edule, C. glabrum, C. pallidum e C. villosu (ZUCCHI, 2002). Essas frequéncias variam de
quase 60% em eudicotileddneas e perto de 40% em monocotiledoneas. Entre géneros, as taxas
de transferéncia sdo de aproximadamente 10% para eudicotiledoneas e quase nula para
monocotileddneas.

MISHRA et al. (2011) baseado no principio da transferibilidade selecionaram varios
marcadores SSR da espécie Catharanthus roseus e aplicaram em plantas com potencial
medicinal obtendo uma boa taxa de amplificagdo. Como H. speciosa possui propriedades
medicinais e ¢ da mesma familia que C. roseus um dos objetivos desse estudo foi avaliar o

processo de transferibilidade de marcadores SSR de C. roseus para mangabeira.



21

Os marcadores moleculares séo eficientes para detectar variabilidade genética, porém
existem outras formas de avaliar esse tipo de variagdo entre populacdes e espécies. A
citogenética € uma ferramenta que pode ser usada para esse intuito.

A citogenética vegetal ¢ uma ferramenta muito Util na caracterizacdo das especies,
podendo ser utilizadas na comparacgéo da biodiversidade de diferentes populagdes (ou bancos
de germoplasma), bem como na conducdo de programas de melhoramento das espécies
economicamente promissoras.

Os estudos citogenéticos convencionais buscam definir as caracteristicas dos
cromossomos, como: numero, morfologia e posi¢cdo das constrigdes primaria e secundéaria dos
cromossomos. Essas caracterizagdes morfoldgicas dos cromossomos permitem a comparagao
entre categorias taxonémicas, com 0 mesmo nUmero de cromossomos, e assim detectar
possiveis variacOes entre eles, principalmente em relacdo ao comprimento, posi¢cdo do
centrémero, presenca de satélites e constricdes secundérias, além de inferir sobre o contedido
de DNA, comparando-se o tamanho dos cromossomos. A descri¢do das caracteristicas do
conjunto cromossdmico de uma espécie é conhecida como cariétipo (SOUZA, 2008). A
determinacdo dos cariétipos em diferentes espécies tem contribuido para formulacdo de
hipoteses filogenéticas com base nos dados cromossémicos, que associadas a observacdo de
caracteres fenotipicos e da distribuicdo geografica, podem contribuir para taxonomia e para o
melhoramento genético (SILVA, 2007).

O uso das técnicas citogenéticas é um eficiente método para a caracterizacdo de varios
grupos vegetais ou mesmo diferentes espécies. Espécies importantes economicamente ou néo,
ja tiveram seu cari6tipo estudado, contribuindo de forma acentuada para 0 melhoramento de
plantas. Pensando nisso, outro modo de se avaliar a variabilidade genética entre variedades de
mangabeira é a avaliacdo da estrutura dos cromossomos. Uma revisdo na literatura mostrou
gue existe apenas um estudo em mangabeira, 0 qual diz que o nimero de cromossomos da
especie é 2n = 22 (PEDROSA et al., 1999). Contudo, o estudo néo revelou informacdes sobre
a caracterizacdo morfologica desses cromossomos, e nem se existe variagdo no ndmero e

estruturas dos cromossomos das diferentes variedades de mangabeira.
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OBJETIVO GERAL

O principal objetivo desta pesquisa foi realizar um levantamento sobre o atual
conhecimento de H. speciosa e avaliar a variabilidade genética de mangabeira utilizando

ferramentas moleculares e a citogenética classica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Realizar estudo cienciométrico sobre H. speciosa;

v' Avaliar a transferibilidade de marcadores microssatélites de C. roseus para H.

speciosa;

v" Avaliar a variabilidade genética entre as diferentes variedades H. speciosa, utilizando

marcadores moleculares e pela comparacao citogenética dos cariotipos;

v' Determinar se existe estruturacdo espacial da variabilidade genética.
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MATERIAL E METODOS

Levantamento Cienciométrico

Os artigos sobre H. speciosa foram obtidos de trés bases de dados: I1SI Web of Science,
SCOPUS e Scielo, no periodo de 1945 até 2014. A busca bibliogréfica foi realizada através do
titulo, resumo e palavras-chave que continham as palavras: Mangabeira* OR mangaba* OR
"Hancornia speciosa™ OR "Hancornia speciosa Gomes*" OR "H. speciosa” OR "H. speciosa
Gomes*". A anélise foi conduzida para obter as seguintes informacdes: 1.) ano de publicacéo;
2.) periodico publicado; 3.) fator de impacto; 4.) numero de citacBes; 5.) pais de origem do
primeiro autor; 6.) estado de origem do primeiro autor; 7.) local de origem do estudo; 8.)
areas de concentracdo dos estudos (i.e. ecoldgicos, farmacoldgicos, etc...); 9.) tipo de trabalho
produzido (i.e. tedrico-descritivo ou experimental); 10.) producdo cientifica obtida por
universidades ou empresas; e 11.) nome da universidade ou empresa que realizou o estudo.

Ap0s a obtencdo dos artigos publicados, foi realizada uma triagem para identificacdo e
remoc¢do das publicacBes repetidas entre as bases de periddicos. Apds a separacdo fez-se a
leitura dos resumos e/ou artigo completo, quando ndo se obtinha as informac6es necessarias
nos resumos. Durante a leitura eliminou-se os artigos fora do tema de estudo, por exemplo,
casos em que a palavra mangabeira se referia a0 nome de um determinado autor ou a um local
estudado, mas ndo estava relacionada a espécie.

A seguir, os dados foram submetidos a andlise estatistica. Foram realizadas as
analises: 1.) descritiva basica (media e coeficiente de variacdo para o fator de impacto e
namero de citacdes) e 2.) teste de Correlacdo Linear de Pearson com 1.000 permutac@es para
verificar se 0 nimero de artigos sobre a mangabeira tem aumentado ao longo do tempo. As
analises foram feitas utilizando o programa R version 3.0.1 (R Development Core Team,
2010).

Obtencéo do material e classificagdo morfologica

As amostras foliares de 34 diferentes variedades de mangabeira foram obtidas em 27
cidades diferentes, abrangendo nove estados brasileiros (Figura 3). As coletas foram
realizadas com o apoio de colaboradores das diferentes cidades e enviadas via correio, em
seguida foram congeladas para conservagdo do material até a extracdo do DNA, com excecao

das amostras de Ipameri que foram coletadas no momento da extracdo. Apos a obtencdo, 0
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material foi submetido a classificagdo morfoldgica de acordo com Monachino (1945). O
processo de classificacdo foi realizado em colaboragdo com o Prof. Ms. Ismael Martins

Pereira da Universidade Estadual de Goias, Unidade Universitaria de Ipameri-GO.

Municipios:

1-Balsas - MA

2-Natal - RN

3- Aracaju - SE

4-Morro de Sdo Paulo - BA

5-1lhéus - BA

f 4 o 6-Trancoso - BA

s "n, 7-Nova Xavantina- MT

R 8- Cassilandia - M

\,_,-"‘r 9- Monte Alegre - MG
e 10- Prata- MG

11- Araguari- MG

12-Guapé- GO

13- Cidade de Goiés - GO

14-Quirindpolis - GO

15- Rio Quente - GO

16- Campo Alegre - GO

17- Ipameri- GO

18- Silvania - GO

19- Gameleira - GO

20- Heitorai - GO

21- Cataldo - GO

22- Pires do Rio - GO

23-Minagu - GO

24-Pirendpolis - GO

25- Anapolis - GO

26- Porangatu-GO

27-lha Solteira - SP

Cerrado

Territdrio Brasileiro

Figura 3: Mapa das regides de ocorréncia da mangabeira no territério brasileiro e
identificacdo dos locais de coleta das amostras realizadas nesse estudo.

Extracdo e analise do DNA

Foram obtidas amostras foliares dos distintos fenétipos, e a seguir as mostras foram
submetidas a extracdo de DNA. A extracéo foi realizada a partir de folhas jovens pelo método
CTAB (PAN et al., 2006). Para isso, foram macerados 300 mg de tecido foliar em nitrogénio
liquido e adicionados 800 ul de tampéo lise (100 mM de Tris-HCL, pH 8,0; 20 mM de EDTA,;
2,8% de CTAB; 1,3M de NaCl; 1% de PVP e 0,5% de mercaptoetanol). O macerado foi
mantido a 70° C por 1 h. A desproteinizacdo foi realizada adicionando-se 700 ul de
cloroférmio-alcool-isoamilico (24:1). A seguir, as amostras foram agitadas por 10 min e
centrifugadas a 10.000g por 10 min. O sobrenadante de cada amostra foi transferido para
tubos limpos e a seguir foram adicionados 55 ul de CTAB a 7% e 0 processo de
desproteinizacdo foi repetido. A precipitacdo do DNA foi feita com isopropanol 99% resfriado
a -2° C. Os tubos foram mantidos por 2 h a -20° C e em seguida centrifugados por 10 min a
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10.000g. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado em etanol 70% (v/v), secos
a temperatura ambiente e re-suspendidos em 150 ul de &gua ultrapura. Apds a extragdo do
DNA a qualidade do mesmo foi verificada através de eletroforese em gel de agarose (1%),
corado com brometo de etidio. A concentragdo do DNA foi avaliada no aparelho NanoDrop
2000 (ThermoScientific), sendo todas as amostras de DNAs diluidos para a concentracdo

padrdo de 50ng/pl.

Amplificacdo do DNA

Apobs a verificacdo da concentracdo do DNA, o proximo passo foi a realizacéo de teste
de gradiente de amplificacdo, para verificar a melhor temperatura de anelamento para cada
oligonucleotideo estudado. A Figura 4 mostra um exemplo desse experimento para 0S
marcadores SSRs: RG01, RG04, RG05, RG07, RG08, RG11, RG12, RG13, RG15, RG18,
RG21 e RG30 nas temperaturas de 50, 53, 56 e 60°C.

£SO RE504 RGOS

AR ! N

Figura 4. Gel ilustrativo do experimento de gradiente para escolha da melhor temperatura de
anelamento para cada marcador. Marcadores utilizados: RG01, RG04, RG05, RG07, RG0S,
RG11, RG12, RG13, RG15, RG18, RG21 e RG30; temperaturas testadas: 50, 53, 56 e 60°C;
b: controle negativo sem DNA.
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Para a realizacdo dos experimentos de amplificagdo do DNA foram utilizados dois
tipos de marcadores moleculares, EST-SSR e RAPD. Os doze iniciadores EST-SSR
selecionados para esse estudo foram descritos para a espécie C. roseus, a qual pertence a
mesma sub-familia da mangabeira e o qual apresentou transferibilidade para outras espécies
da familia Apocynaceae (MISHA et al., 2011). Para os marcadores RAPDs foram
selecionados dez iniciadores previamente utilizados em estudos com plantas. A Tabela 1
apresenta a sequéncia dos marcadores selecionados para este estudo, o tamanho do fragmento
esperado na amplificacdo e as referéncias bibliograficas as quais os marcadores foram
extraidos.

Para a otimizacdo das condicOes da reacdo de PCR com DNA das amostras, as
mesmas foram realizadas em um volume total de 10 pl, contendo 50 ng de DNA, 10 mM de
Tris-HCI, 1,5 mM de MgCl,, 50 mM de KCI, 10 mM de dNTPs, 0,2 mM de oligonucleotideo
iniciador, 0,5 U de DNA polimerase AmpliTag Gold™ (Life Technologies) para os
marcadores SSRs e Taq polimerase (Thermo Scientific) para os marcadores RAPDs.

As reacoes de PCR foram realizadas em um termociclador MJ Research PTC-200 com
software de gradiente térmico para a otimizacdo da temperatura de anelamento dos
iniciadores, cujo mesmo possui um bloco para 96 amostras distribuidas em 8 linhas e 12
colunas. No gradiente de temperatura, cada coluna do termociclador segue uma temperatura
de anelamento determinada, sendo a temperatura minima utilizada de 50° C e a maxima de
65° C.

Os parametros utilizados para a amplificacdo dos marcadores foram: 1.) EST-SSR:
desnaturacdo inicial a 94° C durante 10 min, seguido de 35 ciclos a 94° C durante 30 s
(desnaturacdo), 50 a 65° C durante 30 s (anelamento dependendo do marcador microssatélite,
Tabela 1), extensdo a 72° C durante 30 s e uma extens&o final a 72° C durante 7 min; e 2.)
RAPD: desnaturacdo inicial a 94° C durante 1 min, seguido de 35 ciclos a 94° C durante 30 s
(desnaturacdo), 40 a 42° C durante 30 s (anelamento dependendo do marcador RAPD,
Tabelal), extenséo a 72° C durante 30 s e uma extensdo final a 72° C durante 7 min.

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese utilizando geis de agarose a 3%
(p/v) em tampdo TBE 1X contendo brometo de etidio e fotografado sobre luz UV. Os
produtos da PCR foram marcados como “1” para presente e “0” para amplificagdo ausente e

os dados inseridos em uma matriz binaria como variaveis discretas.
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Tabela 1. Lista de marcadores utilizados para 34 amostras de mangabeira, com a identificacdo
dos marcadores, sequéncias dos oligonucleotideos e referéncias bibliograficas.

Marcador
EST-SSR-RGO1

Identificacdo
0i|164561865

Sequéncias Oligonucleotidoes
F:GGAACCAAGGATGTTAGAGTGG

Referéncias Bibliograficas
Mishra et al., 2011

EST-SSR-RG04

EST-SSR-RG05

EST-SSR-RGO7

EST-SSR-RG08

EST-SSR-RG11

EST-SSR-RG12

EST-SSR-RG13

EST-SSR-RG15

EST-SSR-RG18

EST-SSR-RG21

EST-SSR-RG30

RAPD-ITD04
RAPD-ITD11
RAPD-ITD13
RAPD-ITD14
RAPD-OPA03
RAPD-OPC12
RAPD-OPD20
RAPD-OPN15
RAPD-OPAF5
RAPD-OPAF15
RAPD-ITD13/
ITD11
RAPD-ITD13/
ITD14
RAPD-ITD4/
ITD11
RAPD-OPA03/
OPAF5

0i[164556897
0i[164556756
0i[164556449
0i[164555839
0i[164561349
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Anadlise dos resultados dos marcadores moleculares

Os produtos EST-SSR e RAPD foram avaliados como "1" para presente de um
fragmento amplificado e "0" para a sua auséncia, através dos quais o numero total de
fragmentos amplificados, polimorficas e porcentagem de polimorfismo foi obtido. A
diversidade genética em 34 amostras foi calculada usando GENALEX 6.5 (PEAKALL e
SMOUSE, 2012). A matriz de dados para os marcadores em conjunto foi usada para calcular a
matriz de dissimilaridade, utilizando o coeficiente de Jaccard, de acordo com o método de
Sneath e Sokal (1973), utilizando o programa DARWIN V 5.0 (PERRIER e JACQUEMOUD
COLLET, 2006). As relagdes genéticas foram determinadas para os 34 amostras utilizando
um método de agrupamento par a par ndao ponderado baseado em dendrograma das médias
(UPGMA) com o programa MEGA5 (TAMURA et al., 2011). A correlacdo cofenética
também foi medida para avaliar o grau de ajuste dos aglomerados no dendrograma para 0s
dados na matriz de coeficientes de dissimilaridade. Para confirmar a analise de agrupamento
também foi realizada a analise de componentes principais (PCA) dos 34 amostras.

Analise citogenética

Para a andlise citogenética, foram obtidas sementes de trés variedades de H. speciosa:
pubensces, gardneri e speciosa. Essas amostras foram coletadas na regido de Anapolis e
Ipameri, ambas cidades do estado de Goias. As sementes foram colocadas em germinadores
para a obtencdo dos meristemas radiculares. Os mesmos foram tratados com
hidroxiquinoleina (8-HQ) por 20 h a 20° C. A seguir as amostras foram fixadas em Carnoy 3:1
(&lcool etilico P.A. e é&cido acético glacial) a temperatura ambiente por até 12 h.
Posteriormente, as raizes foram utilizadas no preparo de ldminas ou mantidas a -20°C até o
uso.

Antes da coloracao, as raizes foram hidrolisadas sobre uma solucdo de HCI (5M) por
20 minutos a temperatura ambiente. A seguir, as raizes foram dissecadas com a adi¢cdo de uma
gota de acido acético 45% (v/v) e esmagadas com uma laminula. As laminulas foram retiradas
apos congelamento em nitrogénio liquido e as laminas coradas em Giemsa/tampao fosfato 2%
(p/v).

As laminas foram observadas em microscépio optico Carl Zeiss, modelo Axiovert 25,
com objetiva de 100x, sendo que as células com boas condi¢cBes para a contagem dos

cromossomos foram fotografadas utilizando-se uma camera digital Zeiss, AxioCam ERCc 5s.
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RESULTADOS

Analise cienciométrica

O levantamento bibliografico realizado nas diferentes bases de dados utilizadas
identificou um total de 583 artigos publicados entre os anos de 1945 a 2013. Deste total,
foram eliminados apos a triagem 229 artigos, 0os quais estavam repetidos em mais de uma
base, 208 artigos que ndo abordaram o tema e 7 artigos publicados no ano 2014. Apos essa
varredura inicial restaram apenas 139 artigos para serem analisados nessa pesquisa. O baixo
numero de trabalhos sobre a H. speciosa ja era esperado e foi um dos motivos que levou a
realizacdo deste estudo. Outro motivo para a realizacdo desse levantamento é o fato da
mangabeira possuir um grande potencial econdmico, tanto para a produgdo de frutos como
terapéutico, contudo, pesquisas tem demonstrado que a espécie corre risco de extingdo
(MANICA, 2002).

Em relacéo as areas de conhecimento abrangidas pelos artigos publicados, percebe-se
que os estudos agrondmicos sao os mais frequentes, seguidos por estudos farmacolégicos e da

engenharia de alimentos (Figura 5).
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Figura 5: Areas de conhecimentos em relacdo ao ndmero de artigos publicados envolvendo

H. speciosa.
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Outro dado interessante encontrado nesse levantamento cienciométrico, foi em relagéo
ao tipo de estudo realizado. Classificaram-se os artigos obtidos em relagdo ao fato de serem
experimentais e/ou tedricos descritivos. O resultado evidencia a maior frequéncia de trabalhos
experimentais com 84,17% dos artigos publicados em relacdo aos tedricos descritivos que
apresentaram 15,82%. Esses trabalhos experimentais sdo bem diversificados e abrangeram
desde estudos e caracterizacdo de frutos até estudos moleculares.

Em relacdo a abrangéncia geografica dos artigos, os resultados dessa pesquisa mostrou
que a maioria dos artigos (58,27%) envolveram estudos com variedades locais, ou seja, com
distribuicdo geografica restrita. Adicionalmente, 37,97% dos artigos envolveram estudos com
variedades coletadas em regides geograficas mais abrangentes. Ndo foram identificados
estudos com amplo espectro de distribuicdo, ou seja, que abrangessem toda a area de

dispersdo da espécie (Figura 6).
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Figura 6: Escala de estudo em relacdo ao nimero de artigos.

Em relacdo ao orgdo interessado em estudar a espécie, foi observado um maior
interesse pelas Universidades do que pelas empresas em estudar H. speciosa, sendo a
Embrapa a Unica empresa a realizar pesquisas com a espécie (Figura 7).

A Universidade Federal de Sergipe apresentou 0 maior numero de pesquisa com a
mangabeira, isso provavelmente decorre do fato da mangabeira ser uma das principais frutas
nativas e muito consumida pela populacdo local. Diferentes departamentos da Universidade
Federal de Sergipe estudam diferentes aspectos da biologia, farmacologia, conservacao e

melhoramento genético dessa planta.
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Figura 7: Tipo de producéo e principais produtoras de artigos.

Outro aspecto que caracterizou maior interesse pela cultura de mangabeira nos

estados produtores foi o levantamento da autoria dos trabalhos publicados sobre a espécie. A

Figura 8 mostra que para a maioria dos trabalhos, o primeiro autor pertence aos estados de

Sergipe, Goids e Minas Gerais, 0S mesmos estados que apresentaram a maior producdo de

frutos.
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Figura 8: Estado do primeiro autor e local de realizac&o do estudo.

Ao analisar o numero de citacdes e o fator de impacto dos periodicos que publicaram

sobre o tema analisado, percebeu-se que ambos 0s quesitos apresentaram baixos indices. O

namero de citacBes variou de 0 a 113 com a média de 7,38 e o desvio padrédo de 12,43,

enguanto que o fator de impacto variou de 0,8 a 3,53 com a média de 1,11 e o desvio padrédo
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de 1,04. Em relacdo ao fator de impacto, ndo houve variacdo significativa entre a média e o
desvio; ja em relacdo ao nimero de citagdes, a variacao foi significativa, ou seja, existe uma
grande variacdo entre a média das citacbes (Figura 9).

Ja a analise da nacionalidade do primeiro autor, obteve-se 98,56% de brasileiros,
0,72% americanos e 0,72% portugueses, 0 que deixa evidente que a mangabeira ainda néo
despertou interesse pela sociedade cientifica mundial.
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Figura 9: Numero de citagdes, fator de impacto e os principais perioédicos onde
trabalhos com mangabeira foram publicados.

A correlacdo mensurada entre o numero de artigos e ano de publicacdo indicou que
houve um aumento significativo em relacdo ao nimero de artigos ao longo do tempo, sendo
encontrado o valor de p = 0,02 (p<0,05). Mesmo com o aumento do numero de artigos
publicados, o total de artigos ainda é considerado baixo, demonstrando que o interesse
cientifico pela espécie ainda € recente, podendo ser observado que o aumento nas publicaces
iniciou por volta do ano de 2008 (Figura 10).
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Figura 10: Correlacdo de Pearson para analise temporal entre nimero de artigos e anos de
publicagdes.

Classificacdo morfoldgica das amostras de mangabeira coletadas

A partir das coletas realizadas em campo, foram obtidas 34 amostras de 27 cidades
procedentes de nove estados brasileiros. Essas amostras foram classificadas
morfologicamente segundo Monachino (1945). As amostras estdo apresentadas na tabela 2,
juntamente com as suas respectivas procedéncias, estados, coordenadas geograficas e
classificagdo morfoldgica.

Amostras de trés variedades foram depositadas no Herbario da Universidade Estadual de
Goias, campus Anapolis e registrados com a seguinte numeracdo: H. speciosa speciosa
(4875), H. speciosa var. pubescens (4914) e H. speciosa var. gardneri (5513). A seguir figura
ilustrativa das exsicatas (Figura 11).
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Tabela 2. Lista das 34 amostras de mangabeira, com a procedéncia, estado, classificacédo e
coordenadas geograficas.

Numeroda  Procedéncia Estado Classificagéo Coord. Geogréficas
Amostra
1 Natal Rio Grande do Norte speciosa 5°47'42”S, 35°12'32”W
2 Aracaju Sergipe speciosa 8°45'36”S, 35°06'18”W
3 Morro de S. Bahia speciosa 10°54'36”S, 37°04'12”W
Paulol
4 Ilhéus Bahia speciosa 13°23"22”S, 38°54'36"W
5 Trancoso Bahia speciosa 14°48'11°S, 39°02'22”W
6 Morro de S. Bahia speciosa 10°54'36”S, 37°04'12”W
Paulo2

7 Nova Xavantina Mato Grosso lundii 14°40'0"S, 52°20'45"W
8 Cassilandia Mato Grosso lundii 19°7'9"S,51° 44' 16"W
9 Monte Alegre Minas Gerais cuyabensis 16°34'84”’S, 39°05'36"W
10 Prata Minas Gerais maximiliani 18°52'14”’S, 48°52'51”W
11 Araguari Minas Gerais maximiliani 19°1826”S, 48°5527"W
12 Guapé Goiéas gardneri 16°49'50S, 49°31'55”"W
13 Cidade de Goias Goiéas gardneri 16°56'02”'S, 48°57'10"W
14 Quirindpolis Goias gardneri 18°26'52”S, 50°27'07”"W
15 Rio Quente Goiéas gardneri 17°46'287S, 48°46'21”W
16 Campo Alegre Goiéas gardneri 17°37'59”S, 47°46'42”W
17 Ipameri 1 Goiés gardneri 17°42'59"S, 48°08'42"W
18 Ipameri 2 Goiés gardneri 17°42'59"S, 48°08'42"W
19 Ipameri 3 Goiéas gardneri 17°43'51"S, 48°09'17"W
20 Ipameri 4 Goiés gardneri 17°43'51"S, 48°09'17"W
21 Silvania Goias gardneri 16°39'32”S, 48°3629”W
22 Heitorai Goiés gardneri 15°43'7"S, 49°48'54"W
23 Cataldo 1 Goiés gardneri 18°05'58"S, 47°58'33"W
24 Cataldo 2 Goias gardneri 18°02'07"S, 47°59'28"W
25 Pires do Rio Goiés gardneri 17°18'2"S, 48°17'1"W
26 Minagu Goiéas gardneri 10°16'89’S, 48°33'17"W
27 Pirendpolis Goias gardneri 15°85°007S,48°95°00”W
28 Anépolis Goias gardneri 16°19'36”S, 48°57'10”W
29 Porangatu 1 Goiéas gardneri 13°26'46"S 49°8'17"W
30 Porangatu 2 Goiéas gardneri 13°26'46"S 49°8'17"W
31 Ilha Solteira Séo Paulo gardneri 20°25'58"S, 51°20'32"W
32 Balsas Maranhao pubescens 7°31'59"S, 46°2'6"W
33 Ipameri 5 Goiéas pubescens 17°43'51"S, 48°09'17"W
34 Gameleira Goias pubescens 16°24'35”S, 48°42"21”W
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Figura 11. Fotografias das exsicatas classificadas durante o estudo e depositadas no herbario
da Universidade Estadual de Goias (UnUCET — Andpolis). A a C: H. speciosa variedade
gardineri; D a F: H. speciosa variedade pubescens e G a I: H. speciosa variedade speciosa.

Amplificacdo do DNA:

Apos a escolha das temperaturas de anelamento (Tabela 3), as amostras de DNAs
foram submetidas a amplificacdo em PCR, conforme a metodologia descrita. Os produtos da
amplificacdo foram observados e avaliados através do gel de agarose em eletroforese. A
Figura 12 mostra um gel demonstrativo de dois tipos de marcadores estudados. Os
marcadores RAPDs séo representados pelos marcadores IDT4/IDT11 e os marcadores EST-
SSRs pelo RG30.
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Tabela 3. Temperaturas de anelamento dos marcadores EST-SSR e RAPD.

Marcador Temperatura de anelamento Marcador Temperatura de anelamento
EST-SSR-RGO01 55°C RAPD-ITD04 37
EST-SSR-RG04 55°C RAPD-ITD11 37
EST-SSR-RG05 56°C RAPD-ITD13 37
EST-SSR-RGO7 56°C RAPD-ITD14 37
EST-SSR-RG08 56°C RAPD-OPA03 42
EST-SSR-RG11 56°C RAPD-OPC12 42
EST-SSR-RG12 55°C RAPD-OPD20 42
EST-SSR-RG13 60°C RAPD-OPN15 42
EST-SSR-RG15 63°C RAPD-OPAF5 42
EST-SSR-RG18 60°C RAPD-OPAF15 42
EST-SSR-RG21 53°C RAPD-ITD13/ITD11 42
EST-SSR-RG30 55°C RAPD-ITD13/ITD14 42

RAPD-ITD4/ITD11 42
RAPD-OPAO03/OPAF5 42

e R e e i 8

s e Sl R };
RS TS

Figura 12: IDT4-IDT11 e RG30: 1: Marcador molecular (ladder 100pb); 2: Balsas; 3: Natal;
4: Aracaju; 5: Morro de S&o Paulo 1; 6: Ilhéus; 7: Trancoso; 8: Morro S&o Paulo 2; 9:
Cassilandia; 10: Monte Alegre; 11: Prata; 12: Araguari; 13: Guap0; 14: Cidade de Goias; 15:
Quirinopolis; 16: Rio Quente; 17: Campo Alegre; 18: Ipameri 1; 19: Marcador molecular
(ladder 100 pb); 20: Ipameri 2; 21: Ipameri 3; 22: Ipameri 4; 23: Ipameri 5; 24: Silvania; 25:
Gameleira; 26: Heitorai; 27: Cataldo 1; 28: Cataldo 2; 29: Pires do Rio; 30: Minagu; 31:
Pirendpolis; 32: Anéapolis; 33: Porangatu 2; 34: Porangatu 1; 35: Ilha Solteira; e 36: Nova
Xavantina.
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Transferibilidade de marcadores EST-SSR

Os 12 iniciadores testados foram classificados de acordo com a qualidade da
amplificacdo obtida nos experimentos de PCR em: marcadores que geraram produtos de
amplificacdo de EST-SSR (75% ou 9 pares de iniciadores), marcadores que nao apresentaram
amplificacdo de fragmento especifico (16,7% ou 2 marcadores) e marcadores que ndo tiveram
produtos de amplificacdo (8,3% ou 1 marcador). Dos nove marcadores que apresentaram
amplificacdo especifica, quatro foram monomorficos e cinco foram polimorficos. O total de
alelos identificados foi de 14 alelos, com uma variacdo de dois a trés alelos por loco génico. A
Tabela 4 mostra a caracterizacdo genética dos cinco microssatélites em 34 amostras de
mangabeira. Embora ndo haja excesso (Fis <0) ou deficiéncia (F;s > 0) para alguns dos locos
heterozigotos estudados, a diversidade genética média (He = 0,226 £ 0,017) ndo difere
significativamente da heterozigosidade observada (H, = 0,194, + 0039); quando se considera
0 erro padrdo da média. Esse resultado indica que ndo existe um padrdo de distribuicdo intra
ou interloco, o que é caracterizado pela baixa variacdo na taxa média de endogamia (Fis =
0,119 £ 0,157).

Tabela 4. Caracterizacdo genética de cinco microssatélites em 34 amostras de mangabeira.
Locus Alelos (bp) A Ho He Fis
RGO7 159, 177, 193 3 0.095 0.260 0.625
RGO08 63, 75, 99 3 0.273 0.255 -0.119
RG12 113,177,195 3 0.107 0.168 0.351
2
3

RG21 193, 313 0.273 0.241 -0.158
RG30 326, 447, 603 0.222 0.205 -0.106
Total 14 0.194 0.226  0.119
Stand Erro - 0.039 0.017  0.157

A: numero de alelos; Hy: heterozigosidade observada; He: heterozigosidade esperada; Fs:
coeficiente de endogamia.

Estimativa de diversidade genética da espécie e associacdo com a distribuicao geografica

Andlise dos coeficientes de dissimilaridade de Jaccard, calculado com base na
presenca e auséncia de marcadores RAPD e EST-SSR, mostraram que os coeficientes de
similaridade eram altamente semelhantes, indicando um elevado grau de associagdo entre o

dendograma e matrizes de dissimilaridade. Com base nesse resultado, optou-se por usar 0s



38

dois marcadores para estimar a diversidade genética. A dissimilaridade média obtida foi de
0,80 considerando que a dissimilaridade maxima observada foi de 1,0 e 0 minimo de 0,34. A
correlacdo entre divergéncia genética e distancia geografica das diferentes variedades de H.
speciosa mostrou que estes dois parametros estdo positivamente correlacionados, mas ndo de
forma significativa (coeficiente de correlacdo, r = 0,17). Analise de agrupamento genético foi
realizada utilizando o método de agrupamento par a par com media aritmética ndo ponderada
(UPGMA). A anélise de agrupamento dividiu os 34 amostras estudadas em seis grupos
principais (Figura 13). Ndo houve associacdo entre a diversidade genética e distribuicéo
geogréfica, uma vez que as variedades coletadas em regides distantes foram agrupadas, por
exemplo: amostras da Bahia (Morro SP 1) e de S&o Paulo (llha Solteira) foram agrupadas com
diferentes amostras de Goias; amostras do Maranhdo (Balsas), Rio Grande do Norte (Natal),
Goias (Guapo) foram agrupadas com as da Minas Gerais (Monte Alegre); amostras de Mato
Grosso (Nova Xavantina) foram agrupados com os da Bahia (Morro SP2); amostras de
Sergipe (Aracaju), Goias (Pires do Rio) e Bahia (Trancoso) foram agrupadas com Minas
Gerais (Prata). Este resultado sugere que ndo existe uma estruturacdo espacial da variabilidade

para as diferentes variedades de H. speciosa.
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Figura 13. Dendograma representando a distancia genética para regides de H. speciosa
utilizando marcadores EST-SSR e RAPD.

Avaliacao da divergéncia genética entre as variedades boténicas de H. speciosa

Uma analise de variancia molecular (AMOVA) e de componentes principais (PCA) foi
realizada para avaliar a variabilidade genética entre as diferentes variedades botanicas da H.
speciosa. A variacdo molecular entre as variedades botanicas ndo foi significativa (0,03) e a
PCA ndo detectou uma diferenciacdo entre as variedades boténicas (Figura 14). Deste modo,
este resultado demonstra que o nimero de marcadores moleculares utilizados no estudo, ndo

foram suficientes ou capazes de distinguir de variabilidade genética das diferentes variedades
de H. speciosa.
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Figura 14. Relagdo genética entre as variedades boténicas de H. speciosa utilizando anélise
PCA.

Citogenética

Na analise cromossémica, a coleta e preparacdo do material sdo fundamentais para a
obtencdo de bons resultados. A parte mais indicada para a utilizacdo de visualizacdo mitética
trata-se dos meristemas radiculares devidos principalmente ao maior volume celular e ao
crescimento muito rapido da raiz (GUERRA e SOUZA, 2002). Assim, foram utilizados os
meristemas radiculares das diferentes variedades da mangabeira neste estudo.

Algumas dificuldades foram encontradas na realizacdo da técnica e obtencdo dos
cariotipos. O primeiro deve-se ao fato das sementes serem consideradas recalcitrantes, ou
seja, perdem rapidamente o poder germinativo assim que sdo retiradas do fruto (VIEIRA
NETO et al., 2009). Outro fato esta relacionado a época de frutificacdo da espécie, a qual
ocorre normalmente apenas uma vez por ano (SOARES et al., 2005), gerando dificuldade de
obtencdo de material. Além disso, outro fator limitante foi a falta de protocolos especificos
para a espécie. Esses fatores foram determinantes para a obtencdo de resultados néo
satisfatorios neste estudo. As imagens microscopicas obtidas ndo permitiram a analise da
contagem do numero de cromossomos, nem a analise da morfologia dos cromossomos e

montagem dos cariotipos das diferentes variedades da mangabeira, embora tenha sido
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possivel a visualizacdo cromossdmica da espécie nas trés diferentes variedades estudadas
(Figura 15).

Figura 15. Fotografias dos cromossomos da H. speciosa. A a C: H. speciosa variedade
speciosa; D a F: H. speciosa variedade pubescens e G a I: H. speciosa variedade gardneri. As
figuras A; C; D; G; H e I: Anéfase, B; E e H: Metéfase; e F: Préfase.
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DISCUSSAO

Os estudos cienciométricos foram realizados com o objetivo de mostrar a importancia
da espécie H. speciosa, fomentar e direcionar futuras pesquisas sobre a planta, uma vez que
poucos artigos cientificos foram publicados sobre a espécie, e muito pouco se sabe sobre a
biologia, taxonomia, genética, cultivo, processamento e conservacdo da mangabeira.

O levantamento bibliogréafico realizado utilizando bases de dados internacionais (ISI
Web of Science, SCOPUS e Scielo) identificou um total de 139 artigos cientificos sobre a H.
speciosa. Esse baixo numero revela o pouco interesse da comunidade cientifica em relacdo a
espécie. Contudo, esse panorama parece estar se modificando, pois a analise temporal dos
dados mostrou que houve um aumento significativo no namero de artigos nos altimos anos
(Figura 10). Além disso, a qualidade dos meios de comunicacdo, nos quais foram publicados
0s artigos sobre a mangabeira melhoraram nos Gltimos anos. Isso é imprescindivel para
divulgar a importancia dessa cultura e fomentar pesquisas com a espécie.

Em relacdo a area do conhecimento dos artigos publicados sobre a H. speciosa, 0s
resultados obtidos na presente pesquisa demostraram que os principais focos de estudo séo as
areas agrondmicas e de processamento de frutos (Engenharia de alimentos). Isso se justifica
pelo fato do principal interesse comercial da planta ser o fruto e seus derivados. Apesar de
toda a valorizacdo recente da mangaba, a exploracdo dos frutos ocorre de duas formas: 1.)
extrativista, sem investimento, em pomares nativos pelas populacbes locais; e 2) pomares
cultivados tecnicamente (FERREIRA e MARINHO, 2007), este ultimo em menor escala
embora haja um processo de formacdo de pomares por empresarios para atender a crescente
demanda na regido nordeste (MOTA et al., 2005). Os maiores produtores da fruta sdo os
estados de Sergipe, Minas Gerais e Bahia (SOARES et al., 2005), entretanto segundo Sousa
et al. (2005) a crescente expansdo imobiliaria e 0 aumento de monoculturas como a cana-de-
acucar tém diminuido as de mangabeiras nativas e em contra partida estd ocorrendo um
aumento na demanda, acarretando uma maior exploracao, levando ainda mais a devastacdo ou
até mesmo a perda de variedades da espécie (LIMA, 2008).

Outra area de interesse que vem crescendo nos ultimos anos € a de producgédo de
farmacos. Silva et al. (2011a) descreveram as folhas de H. speciosa como eficientes para
controlar a pressdo arterial, ja a casca pode ser usada no tratamento de gastrite causada por
Helicobacter pylori (MORAES et al., 2008) e o latex possui propriedades anti-inflamatérias,
antioxidante e angiogénica (ALMEIDA et al., 2014; MARINHO et al., 2011; SAMPAIO,
2008). Mesmo com esses trabalhos que comprovam o potencial da espécie, ainda existem
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poucos estudos sobre os compostos ativos de interesse medicinal presentes nessa planta. No
ano de 2013, por exemplo, foram encontrados apenas dois trabalhos publicados. Esse baixo
numero de artigos pode estar relacionado a falta de repercussdo dos estudos anteriores, uma
vez que a maioria dos trabalhos foram publicados em periddicos nacionais o que induz a baixa
visibilidade no meio cientifico, perdendo a possibilidade de interesse em dmbito internacional
pela espécie.

Outro levantamento realizado foi em relacdo ao tipo de producéo cientifica obtida com
a mangabeira. Foi identificado um maior nimero de trabalhos experimentais em relacdo aos
trabalhos teorico-descritivos. A falta de trabalhos tedrico-descritivos dificulta a caracterizacdo
da biologia da espécie, levantamento do local de ocorréncia e estudos da influéncia
sociocultural da espécie. Estudos tedrico-descritivos basicos auxiliam, em muitos casos, na
elaboracdo das metodologias a serem empregadas nos estudos experimentais. No caso da H.
speciosa esses estudos contribuiriam para o melhor conhecimento da biologia da espécie. Um
exemplo seria auxilio na classificagdo da espécie, a qual apresenta uma grande plasticidade
morfologica (MOURA, 2003) e atualmente existem discussdes sobre 0 nimero de variedades
boténicas e a ocorréncia de sinonimias (KOCH et al., 2014; MONACHINO, 1945).

Ao analisar a abrangéncia geografica dos estudos foi identificado um maior nimero de
trabalhos locais comparados aos regionais (Figura 6). 1sso pode ser consequéncia do fato
dessa espécie ser utilizada pelas populacdes locais tanto pela comercializacdo dos frutos
guanto pela utilizacdo na medicina popular, aumentando o interesse por pesquisadores locais
(CARNELOSSI, 2009). Outro indicador desse resultado pode estar relacionado a dificuldade
na obtencdo de material de estudo e mesmo na identificacdo da espécie, ja que ocorre queda
das folhas antes da floracdo e a frutificagcdo ocorre normalmente uma vez por ano (SOARES
et al., 2005). Esse resultado também justifica um dos objetivos desta pesquisa, o de utilizacdo
de marcadores moleculares em diferentes regides de coletas, buscando abranger uma ampla
area de dispersao da espécie e 0 maior numero de variedades boténicas possiveis.

No levantamento obtido sobre tipos de producéo foi identificado um maior niumero de
estudos realizados por universidades ao invés de empresas (Figura 7), sendo a Embrapa
apresentada como a Unica empresa que realiza pesquisas com a mangabeira atualmente. O
foco das pesquisas realizadas pela Embrapa vai desde a producdo de mudas, precocidade de
frutificagdo, produtividade, entre outras caracteristicas agronémicas (COHEN e SANO,
2010), buscando melhores formas de cultivo, visto que até o momento o principal tipo de
consumo ainda € extrativista 0 que pode juntamente com outros fatores levar a extingdo da
especie (VIEIRANETO et al., 2009).
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Jé& as Universidades contam com o apoio de institui¢des de financiamento a pesquisas
para o desenvolvimento de tecnologias aplicadas a cultura de mangabeira, devido a sua
grande potencialidade socioeconémica (SOUSA et al., 2005). Além de fazerem parceria com
as empresas para a realizacdo de seus estudos como o caso do estudo realizado por Silva et al.
(2013), geram assim uma maior quantidade de producéo de trabalhos publicados.

Em relag&o ao estado do autor e ao local estudo, observou-se que ambos ocorrem em
maior escala no estado de Sergipe (Figura 8). Esse resultado € devido ao fato da maior regido
produtora de mangaba ser o nordeste, com o Sergipe em primeiro lugar com 54,2%; seguidos
da Bahia, com 15,5%; da Paraiba, com 13,1%; do Rio Grande do Norte com 11,7%; de
Alagoas com 4,9%; do Maranh&o e de Minas Gerais com 0,1% cada, na produgao nacional
(IBGE, 2012). Um dos fatores para o baixo numero no estado de Minas Gerais deve-se ao nao
aproveitamento do potencial produtivo, por coletarem em pequenas propriedades e pela venda
ser realizada por uma Unica cooperativa, enquanto que no Sergipe a colheita é realizada que
forma organizada, chegando ao total de 93,7% de aproveitamento da polpa, o produto €
comercializado em feiras livres e também para a Conab (Companhia Nacional de
Abastecimento). A producdo no Sergipe é de 700 toneladas safra/ano, e em Minas Gerais
apenas 200 toneladas safra/ano (Conab, 2014).

O levantamento do fator de impacto, nimero de citacbes e periddicos em que 0s
artigos foram publicados demonstraram baixos indices, € a maioria das revistas que
publicaram foram brasileiras (Figura 9). Esse resultado evidencia a baixa visualizacéo
internacional, podendo sugerir que o principal motivo para o desinteresse por parte destes
pesquisadores, seja o tipo de periddico que esses artigos vém sendo publicados, pois mesmo a
espécie tendo alto potencial econbmico comprovado, e ainda ocorrendo em outros paises da
Ameérica do Sul como Venezuela, Bolivia, Peru, Paraguai e Argentina (MANICA, 2002),
continua sendo pouco estudada e conhecida pela comunidade cientifica mundial.
Corroborando com esses resultados, foram encontrados apenas dois trabalhos internacionais,
consistindo em um de autor norte americano realizado em 1949, e o outro por um autor
portugués em 2011. Esses dados sdo preocupantes, pois segundo Manica (2002) existe a
possibilidade de extin¢do da espécie, levando a perda do potencial descrito da mangabeira e
ainda de outros que poderiam ser descobertos se existisse interesse em ambito internacional.

Portanto, o objetivo desse estudo cienciométrico foi dar énfase a situacdo de baixa
produtividade cientifica sobre a H. speciosa, visto que nos Gltimos 68 anos foram publicados
apenas 139 artigos. A maior caréncia detectada foi na descricdo e caracterizacdo morfoldgica

da espécie, seguida de analises moleculares das diferentes variedades, e estudos dos
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potenciais farmacoldgicos da espécie. Existe ainda uma expectativa de contribuir para o
surgimento de novos trabalhos, uma vez que muitos temas estudados mostraram uma
tendéncia ao crescimento como o passar dos anos. Um exemplo séo os artigos nas areas de
biologia da conservacdo, ecologia e crescimento da ciéncia nos paises em desenvolvimento
(DUARTE, 1999; GRELLE et al.,, 2009; HOLMGREN e SCHNITZER, 2004). Esses
resultados poderdo moldar os futuros trabalhos a respeito da espécie, além da possibilidade de
aumentarem o numero de produc¢des em todas as areas de conhecimento sobre a H. speciosa.

Com a finalidade de melhorar esses indices e gerar mais informacGes a respeito da
genética desta espécie, outro objetivo deste trabalho foi gerar marcadores especificos que
possam ser Uteis para futuros estudos e conservacdo e melhoramento genético envolvendo H.
speciosa. Até o momento, existem poucos trabalhos sobre a diversidade genética em
populacdes de mangabeira, e todos estes trabalhos utilizaram como ferramenta molecular os
marcadores RAPD (COSTA et al., 2011; MOURA et al., 2011; MOURA et al., 2005; SILVA
et al., 2011a). Essa preferéncia pela técnica de RAPD provém do fato desse marcador ser o
comumente usado em estudos nos quais nao se tem informacao sobre o genoma da espécie.
Como mencionado anteriormente, existem apenas seis sequéncias de DNA de H. speciosa
depositadas no Banco de dados Genomico National Center for Biotechnology Information
(NCBI). Além disso, todos os estudos de H. speciosa citados acima foram analisados com
amostras de individuos localizados em regiGes geogréaficas proximas, ou seja, as areas de
pequena dispersdo desta espécie. Nesta analise, por outro lado, as amostras foram coletadas
em uma extensa area de dispersao que inclui nove estados brasileiros.

Um dos principais objetivos desse trabalho foi avaliar a taxa de transferéncia de EST-
SSR de C. roseus de H. speciosa. Para isso usou-se os marcadores EST-SSR descritos por
Misha et al. (2011). Foram selecionados os marcadores EST-SSR, por sua facil
disponibilidade, pela grande variabilidade e adequacdo para analises de alto rendimento, pelo
elevado polimorfismo e pela possibilidade de transferéncia em comparacdo com outros
marcadores disponiveis (THIEL et al., 2003). EST derivados de marcadores microssatélites
s&0 mais Uteis para o melhoramento genético e anélise da diversidade em comparagdo com 0s
outros marcadores (MISHA et al., 2011). Os resultados dessa pesquisa mostraram que 0S
marcadores EST-SSR apresentaram alta frequéncia elevada transferibilidade (75%) de C.
roseus a H. speciosa, 0 que indica outros marcadores microssatélites descritos por Misha et al.
(2011) podem ser usados para detectar a variabilidade genética de H. speciosa.

No entanto, ¢ importante lembrar que o EST é uma regido de DNA altamente

conservada existindo uma alta probabilidade de encontrar baixa variabilidade genética entre
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espécies estreitamente relacionadas. Os resultados desse trabalho mostraram exatamente essa
baixa variabilidade, com a identificacdo de quatro marcadores monomorficos e cinco
marcadores polimdrficos com a presenca de apenas dois ou trés alelos por loco génico. O
baixo valor de heterozigozidade (He 0,2) obtido nessa analise, foi semelhante ao obtido por
(COSTA et al.,, 2011) e sugerem que existe uma baixa diversidade genética entre as
populacdes de mangabeira. E importante salientar que os locos polimérficos constituem um
indicador importante para a determinacao do nivel de variacdo genética (CONTE, 2004). Uma
espécie com uma alta taxa de polimorfismo apresenta uma maior capacidade de se adaptar ao
ambiente, enquanto que aquelas espécies com baixa taxa de polimorfismo apresentam uma
maior chance de serem eliminadas da populagéo por selegéo natural.

Em relacdo a distribuicdo espacial, o indice de dissimilaridade de Jaccard e distancias
geograficas, indicaram que ndo houve uma estruturacdo espacial da variabilidade genética.
Essa falta de estruturacdo pode ser devido ao baixo nimero de marcadores utilizados e/ou a
baixa variabilidade genética detectada pelos marcadores empregados.

Existe uma dificuldade em realizar a classificacdo taxonémica de H. speciosa devido a
sua grande diversidade morfologica. Atualmente ha uma discussdo sobre a classificacdo e
namero de variedades botanicas desta espécie. A grande maioria dos taxonomistas ainda
utiliza a chave taxondmica desenvolvida por Monachino (1945) para identificar as variedades.
De acordo com esse autor, existem seis variedades botanicas de H. speciosa: speciosa,
gardineri, pubescens, maximiliani, cuyabensis e lundii. No entanto, uma recente
reclassificacdo, realizada por Koch et al. (2014), classifica as variedades de mangabeira em
apenas duas variedades (speciosa e pubenscens) e sugere que exista um elevado nimero de
sinonimias no trabalho de Monachino (1945). Um dos objetivos deste trabalho foi comparar a
variabilidade genética entre as variedades H. speciosa e verificar se existem diferencas
significativas entre as variedades boténicas avaliadas. Os resultados obtidos mostraram uma
baixa divergéncia entre as variedades botanicas e uma auséncia de locos especificos para 0s
diferentes genotipos. Em concluséo, os marcadores utilizados neste estudo ndo sdo capazes de
distinguir variedades botanicas para H. speciosa.

Nesse trabalho também foi realizada uma analise citogenética entre as variedades
boténicas de mangabeira na tentativa de identificar variagdes cromossomicas que pudessem
contribuir na identificacdo das variedades e caracterizacdo da espécie. Algumas dificuldades
metodoldgicas aliadas a dificuldade em se obter o material bioldgico resultaram na obtencédo
de dados inconclusivos, os quais impediram a montagem dos cariétipos das variedades

botanicas e analise da variabilidade cromossémica.
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CONCLUSAO

A mangabeira é uma das frutiferas mais ameacadas de extin¢do no Cerrado brasileiro e
do Nordeste, sendo um resultado da grande reducdo em sua area de ocorréncia nestes
ecossistemas, por este motivo um dos objetivos deste estudo foi dar énfase na situacdo da
produtividade cientifica sobre a H. speciosa, através do levantamento cienciométrico, que
demonstrou a necessidade de maior producdo cientifica sobre a espécie, visto que nos ultimos
68 anos foram publicados apenas 139 artigos abordando diferentes areas de conhecimento.
Além disso, o resultado obtido pode direcionar futuras pesquisas com a espécie, indicando
algumas lacunas que merecam atencdo, entre elas: 1.) descricdo, caracterizacdo morfoldgica,
molecular e farmacoldgica das diferentes variedades da espécie; 2.) maior divulgacdo dos
trabalho através de publicacdes internacionais ou em revistas em inglés; e 3.) abrangéncia de
area de estudo.

J4 para a possibilidade de transferibilidade dos marcadores moleculares, as
informagdes geradas mostraram que 75% dos marcadores testados foram transferidos da
espécie C. roseus para a H. speciosa, onde quatro marcadores ndo apresentaram variacao entre
as populacGes de mangabeira e cinco marcadores foram polimorficos, apresentando entre dois
e trés alelos por marcador.

Em relacdo a distribuicdo espacial, o indice de dissimilaridade de Jaccard e distancias
geograficas, os resultados indicaram que ndo houve uma estruturacdo espacial da
variabilidade genética, demonstrando que o numero de marcadores moleculares utilizados no
estudo, ndo foram suficientes ou capazes de distinguir de variabilidade genética, bem como as
caracteristicas morfoldgicas das diferentes variedades de H. speciosa. Contudo, os dados
gerados poderdo ser utilizados no estabelecimento de estratégias de conservacdo, bem como
no direcionamento de cruzamentos em programas de melhoramento, ampliando o
conhecimento sobre uma espécie que possui potencial econémico associado a producgédo de

frutos e de fitoterapicos.
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ABSTRACT

Hancornia speciosa, popularly known as “mangabeira”, is a native fruit tree of the Brazilian
Cerrado that show great economic potential due of its multiple uses. Intraspecific
classification of this species is difficult due its high morphological diversity. According
Monachino (1945), there are six botanic varieties which differ morphologically mainly
through leaf and flower. Beside the wide morphological variation and economic potential few
studies have been published about the genetic diversity of mangabeira. Knowledge of how the
genetic variability of this species is organized among populations would be useful for genetic
conservation and breeding programs. We tested the transferability of 12 simple sequence
repeat (EST-SSR) from C. roseus to H. speciosa and also used 10 random amplified
polymorphic DNA (RAPD) markers to evaluate the genetic variability among botanical
varieties of H. speciosa. As result we obtained a high transferability frequency of EST-SSR
markers from C. roseus to H. speciosa (75%). However, EST-SSR markers showed low
heterozygosity (He) and locus variability (two or three alleles by locus), which suggest low
genetic diversity to mangaba samples. In relation to the spatial distribution, Jaccard
dissimilarity index and geographic distances, indicated a non-space structuring of the
variability. In relation to the botanical taxonomy, our markers are not able to distinguish H.
speciosa botanical varieties.

Keywords: Cerrado; Genetic variability; Mangabeira; Molecular markers Native fruit tree;

Transferability.
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INTRODUCTION

Hancornia speciosa Gomes, commonly known as “mangabeira”, is a plant species
found in “Cerrado”, the brazilian savanna-like vegetation. The interest in the mangabeira
culture has been growing in the last years, with the fruit as the main commercial product.
Besides the fruits, others products from mangabeira has shown commercial value or at least
potential. For example, the extract obtained from the leaves can have a hypotensive effect
(Ferreira et al., 2007ab; Silva et al., 2011). Different flavonoids, catechins, anthocyanins and
tannins extracted from the bark can be used to treat gastritis caused by Helicobacter pylori
(Moraes et al., 2008) or to stimulate liver functions, diabetes, hypertension and dermatitis
(Macedo and Ferreira, 2004; Ritter et al., 2002). Recently, the latex from this species was
shown anti-inflammatory (Marinho et al., 2011) and angiogenic activities (Almeida et al.,
2014).

Despite its pharmacological and economic potentials there are few commercial
plantations in Brazil and the most fruit production is based on extractive activity (Carvalho et
al., 2001). Add to the extractive activity, the H. speciosa occurrence in the Brazilian cerrado
have been affected by expanding agricultural frontiers (WWF, 2011), which may reduce the
genetic variability by founder or bottleneck effects (Young et al., 1996). Then, genetic
conservation programs are necessary to maintain the diversity of this species.

Regarding its botanical classification, mangabeira belongs to Dicotyledoneae
class, Gentianales order, Apocynaceae family, Hancornia genus with only one monophyletic
species Hancornia speciosa. According Monachino (1945) there are six botanical varieties
which differ one from another mainly by leaf and flower shape: Hancornia variety speciosa
speciosa, maximilliani, lundii, cuyabensis, gardneri and pubescens. Since the classification of
these varieties is performed exclusively by morphological characteristics, there is a great
difficulty in identifying different strains and many times doubts in the classification system
(Moura, 2003).

The success of any breeding or genetic conservation program is dependent on
an understanding of amount and distribution of genetic variation present in the species
genome. Traditionally, a combination of morphological and agronomic traits has been used to
measure genetic diversity. However, H. speciosa is a heterogeneous plant with many
overlapping morphological attributes. In addition, many vegetative characteristics are
influenced by environment factors and show a continuous variation and high plasticity, which

difficult to identify discrete taxonomic groups. In an attempt to overcome these problems
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molecular markers have been commonly employed to monitor the genetic variability (Song et
al., 2014; de Menezes et al., 2014; Gonzalés-Pérez et al., 2009).

Microsatellite markers (SSR) have been widely used as a tool to answers
several questions on population genetics (Gonzalés-Pérez et al., 2009; Wang et al., 2014;
Madesis et al., 2014). However, advances in the use of microsatellites have been hindered due
to high cost and time taken to develop specific primers for each locus of the native species
(Zucchi et al., 2003). Many studies have shown the possibility of using primers designed for
one species to other specie belonging to the same genus or even among different genera in the
process called transferability (Fan et al., 2013; Mathithumilan et al., 2013). An interesting
marker to be used between species of different genera is the EST-SSR. The expressed
sequence tags (ESTs) provides a source of PCR-based markers to SSR direction (Wang et al.,
2014). In the present study we evaluate the transferability of EST-SSR markers described to
Catharanthus roseus to H. speciosa. C. roseus belongs to the same family as mangabeira and
there is a study showing the transferability from EST-SSR markers of C. roseus to others
medicinal plants (Mishra et al., 2011).

Other type of molecular marker selected by this study was the Random
Amplified Polymorphic DNA (RAPD) that is a good option for species that do not have
genetic characterization. Search in database showed that there are only six DNA sequences of
H. speciosa deposited at Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Also, RAPD
markers have advantage of to require lower level of skill, low cost per assay, and the ready
availability of primers allow the scanning of the entire genome and genotype characterization
(Li etal., 2012).

The main objective of this research was the generation of information for
future conservation, domestication and breeding studies of mangaba. For that it was
evaluated: 1. the transferability of microsatellite markers of C. roseus to H. speciosa; 2.
estimate the genetic diversity of the species and determine if genetic variation is related to
geographical distribution; and 3. estimate the genetic relationship among different botanical

varieties of H. speciosa.

MATERIAL AND METODHS
Plant Material

Thirty-four samples were collected in 27 locations in Brazilian Cerrado covering nine states

(Figure 1). The leaves were collected and transported to laboratory for lineage identification
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and DNA extraction. DNA from young leaves was extracted using a modified cetyl-
trimethylammonium bromide (CTAB) procedure (Pan et al., 2006). DNA concentration and
quality was estimated electrophoretically and spectrophotometrically by Nanodrop (Thermo

Scientific).

Oligonucleotides primers

A total of 12 simple sequence repeats from Catharanthus roseus (Table 1) were tested in our
experiments with mangabeira DNA. The primers sequences were developed by Mishra et al.
(2011). For RAPD experiments were tested four oligonucleotides primers previously used by
Silva et al. (2011) in mangabeira and six oligonucleotides primers used by Lal et al. (2011)
(Tablel).

Polymerase chain reaction (PCR)

PCR reactions were performed in a MJ Research PTC-200 thermocycler with thermal
gradient software to select the best annealing temperature for each marker. For EST-SSR
experiments PCR mixtures included:10 mM Tris-HCI, 1.5 mM MgCl,, 50 mM KCI, 10 mM
dNTPs, 0.2 mM each primer, 0.5 unit of AmpliTaq Gold polymerase (Life Technologies™)
and 50 ng DNA in a 10 ul reactions volume. The PCR conditions were as follows: initial
denaturation at 94°C for 10 min, followed by 35 cycles at 94°C for 30 sec (denaturation), 50
to 65°C for 30 sec (annealing depending on the individual microsatellite marker, Table 1),
extension at 72°C for 30 sec and a final extension at 72°C for 7 min. For RAPD experiments
we used the same PCR conditions, except 0.5 unit of Tag Polimerase (Thermo Scientific). The
PCR conditions were as follows: initial denaturation at 94°C for 1 min, followed by 35 cycles
at 94°C for 30 sec (denaturation), 40 to 42°C for 30 sec (annealing depending on the
individual microsatellite marker, Tablel), extension at 72°C for 30 sec and a final extension at
72°C for 7 min.

The PCR products were electrophoresed through 3% agarose gels in 1X TBE buffer
containing ethidium bromide and photographed under UV light. PCR products were scored as
1 for present and O for absent amplification and the data entered into a binary matrix as

discrete variables.
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Data analysis

The SSR and RAPD products were scored as “1” for present and “0” for absent. The number
of amplified fragments, polymorphic fragments and percentage of polymorphism were
obtained. Genetic diversity across 34 samples was calculated using GENALEX 6.5 program
(Peakall and Smouse 2012). The data matrix to the markers in joint was used to calculate
dissimilarity matrix using the Jaccard coefficient according to the method of Sneath and Sokal
(1973) using DARWIN V5.0 program (Perrier and Jacquemoud-Collet, 2006). We determine
the genetic relationships across 34 samples using a dendrogram based unweighted pair group
method of averages (UPGMA) with the MEGAS5 program (Tamura et al., 2011). The
cophenetic correlation also was measured to evaluate the degree of fit of the clusters in the
dendrogram to the data in the dissimilarity coefficient matrix. To help in the clustering

analysis also was realized principal component analysis (PCA) to all genotypes.

RESULTS
Morphological classification

It was collected five from six morphological lineages of Hancornia speciosa through
nine states and the samples were identified according Monachino (1945). We identified as H.
speciosa speciosa the samples with glabrous leaves, petioles 0.9 to 0.15 cm in length and leaf
lamina of up to 6 cm long and 2 cm wide. This botanical variety was collected in Natal (RN),
Aracaju (SE), Morro de S&o Paulo (BA), Trancoso (BA), and Ilhéus (BA). We identified as H.
speciosa gardineri the samples with glabrous leaves, petioles from 0.3 to 0.5 cm in length and
leaf blade 6 to 12 cm long and 3 to 6 cm wide. This botanical variety was collected in Guap6
(GO), Cidade de Goias (GO), Quirindpolis (GO), Rio Quente (GO), Campo Alegre (GO),
Ipameri (GO), Silvania (GO), Heitorai (GO), Cataldo (GO), Pires do Rio (GO), Minagu (GO),
Pirindpolis (GO), Anapolis (GO), Porangatu (GO) and llha Solteira (SP). We identified as H.
speciosa pubescens the samples with short petioles, pubescent blade at the bottom, with 6 to
12 cm in length and 3 to 6 cm wide. This botanical variety was collected in Balsas (MA),
Gameleira (GO) and Ipameri (GO). We identified as H. speciosa maximiliani the samples
with glabrous leaves, petiole about 0.8 cm in length, limbus of 5 to 6 cm in length and 2 to 2.5
cm wide. This botanical variety was collected in Prata (MG) and Araguari (MG). We
identified as H. speciosa cuyabensis the samples with petiole between 0.3 to 0.5 cm in length,
limbus 4 to 10 cm long and 1.5 to 3 cm wide, calyx and corolla glabrous externally. This
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botanical variety was collected in Monte Alegre (MG). We identified as H. speciosa lundii the
samples with petiole with 0.3 to 0.5 cm long, limbo with 5 to 7 cm long and 3 cm wide and
pedicels pubescent. This botanical variety was collected in Nova Xavantina (MT) and
Cassilandia (MS). Some samples were deposited at the State University of Goias Herbarium

(Universidade Estadual de Goiés, Anépolis, Goiés, Brazil).

Transferability of microsatellite markers of C. roseus to H. speciosa

The 12 primers tested were classified according to the quality obtained in the PCR:
75% (nine pairs of primers) amplified clear EST-SSR products, 16.7% presented nonspecific
fragments amplification and 8.3% did not amplify any fragment. From the nine primers pairs
that showed amplification, four were monomorphic and five polymorphic. The total number
of alleles identified was 14, with a range from two to three bands per locus. Table 2 showed
the genetic characterization of five microsatellite loci in 34 mangabeira samples. While there
is relative excess (Fs <0) or disability (F\s> 0) for some of the heterozygous loci studied, the
average genetic diversity (Hg = 0.226 £ 0.017) does not differ significantly from the observed
heterozygosity (Ho = 0.194, + 0039), when considering the standard error of the mean. Thus,
indicating the absence of a standard or intra interloco distribution, as indicated by an average
rate of inbreeding is not different from zero (F;s = 0.119 + 0.157).

Estimate the genetic diversity of the species and association with geographical

distribution of H. speciosa

Analysis on the Jaccard dissimilarity coefficients, calculated based on the presence
and absence of RAPD and EST-SSR markers, showed that the similarity coefficients were
highly similar, indicating a high degree of association between the dendogram cluster and
dissimilarity matrices. Based on this result, we decided to use both markers to estimate the
genetic diversity. The average dissimilarity obtained was 0.80; whereas the observed
maximum dissimilarity was 1.0 and the minimum was 0.34. Analysis between genetic
dissimilarity and geographic distance of H. speciosa from different regions was positively
correlated but not significant (correlation coefficient, r = 0.17). Genetic cluster analysis was
conducted using the unweighted pair group method with arithmetic mean (UPGMA). Cluster
analysis divided the 34 genotype studied into six main groups (Figure 2). There was not a

correlation between genetic diversity and geographical distribution, since lineages collected
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from distant regions were grouped, for example: samples from Bahia (Morro SP 1) and S&o
Paulo (llha Solteira) were grouped with different samples from Goids; samples from
Maranhdo (Balsas), Rio Grande do Norte (Natal), Goids (Guap0) were grouped with Minas
Gerais (Monte Alegre); samples from Mato Grosso (Nova Xavantina) was grouped with
Bahia (Morro SP2); samples from Sergipe (Aracaju), Goias (Pires do Rio) and Bahia
(Trancoso) were grouped with Minas Gerais (Prata). This result suggested a non-space

structuring of the variability for the different lineages of H. speciosa.

Assess the genetic relationship between different H. speciosa varieties

Analysis of molecular variance (AMOVA) and principal component analysis (PCA)
were performed to evaluate the genetic variability among the botanical varieties. The
molecular variance between the botanical varieties was not significant (0.03) and the PCA not
detected a differentiation between the botanical varieties. The results are showed in Figure 3.
In this way, the markers employed in this study are not able to distinguish variation as well as

the morphological traits.

DISCUSSION

The objective of this article was generating specific markers which can be useful for
future conservation and genetic improvement studies involving H. speciosa. Up to now, there
are very few works about genetic diversity on mangaba populations, and all of them use
RAPD markers as molecular tool (Silva et al., 2011; Costa et al., 2011; Moura et al., 2011;
Moura et al., 2005) due the absence of the specie genome information. As mentioned before
there are only six sequences of H. speciosa deposited at Genbank database. In addition, all
studies of H. speciosa cited before based their analysis in regional or local samples evaluating
only smaller dispersion areas of this specie. Our analysis, on the other hand, takes care in use
samples collected in an extent dispersion area which includes nine Brazilian states. One of our
objectives was transfer SSR markers from C. roseus to H. speciosa. For that we used the EST-
SSR markers described by Misha et al., 2011. We selected those EST-SSR markers due their
easy availability, hyper variability and suitability for high throughput analysis, high
polymorphism and transferability in comparison to other/available markers. EST derived SSR
markers are more useful for genetic improvement and diversity analysis in comparison to the
others markers (Misha et al., 2011). Our EST-SSR results showed a high transferability
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frequency (75%) of C. roseus to H. speciosa, which indicates others SSR markers described
by Misha et al. (2011) can be useful to detected the genetic variability of H. speciosa.
However, it is important remember that the EST is a DNA region highly conserved and there
is a high probability of finding low genetic variability among closely related species. Our
results showed exactly this low locus variability, with four monomorphic markers and five
markers with two or three alleles by locus. The low He value (0.2) obtained in our analysis is
similar to other study (Costa et al., 2011) and suggested low genetic diversity to mangabeira
populations. The polymorphic loci are an important indicator for determining the level of
genetic variation of a given area. A specimen with a high polymorphic locus rate showed a
stronger capability for adaptation to environment, whereas those with a weaker capability
would be eliminated by natural selection.

In relation to the spatial distribution, Jaccard dissimilarity index and
geographic distances, indicating a non-space structuring of the variability. This probably is
due to the low number of markers used and the low genetic variability detected for the
markers employed.

The taxonomy of H. speciosa is confused in many cases due to its great
morphological diversity. Currently there is a discussion about the classification of this specie.
The most taxonomists still use the Monachino (1945) classification, which identified six
lineages for H. speciosa (speciosa, gardineri, pubescens, maximiliani, cuyabenssis, and
lundii). However, a recent reclassification (Koch et al., 2014) suggested a high number of
synonymies and the classification in only two lineages (speciosa and pubenscens). One main
of this work was compared the genetic variability between the H. speciosa lineages and verify
if there is a significant difference in the botanical varieties evaluated. As result we observed a
low divergence between the botanical varieties and an absence of specific fragments for
different genotypes. In conclusion, the markers used in this study are not able to distinguish
botanical varieties for H. speciosa.

The mangabeira is one of the most fruitful threatened with extinction in the Brazilian
Cerrado and the Northeast, it is a result of the large reduction in its area of occurrence. The
reduction is mainly due to deforestation, land speculation and expansion of the agricultural
frontier for grain crops and pastures (Lederman et al., 2000). Thus, it is necessary studies that
characterize the distribution and the genetic composition of the different populations. This
characterization is fundamental to outline conservation and breeding projects. This paper
contribution was identify reliable molecular markers to be used in futures research, and

showed the low genetic variability between botanical varieties of H. speciosa.
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LEGENDS

Figure 1: H. speciosa geographic distribution in the Brazilian Cerrado biome (in green) and
locations where the samples used in this study were collected.

Figure 2: Genetic distance dendograma for regions of H. speciosa using SSR and RAPD
markers.

Figure 3. Genetic relationship between botanical varieties of H. speciosa using PCA analysis.
Table 1. EST-SSR and RAPD primers sequence used for H. speciosa DNA amplification.
Table 2. Genetic characterization of 5 microssatelite loci in 34 H. speciosa samples.
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Figure 1: H. speciosa geographic distribution in the Brazilian Cerrado biome (in green) and
locations where the samples used in this study were collected.

Municipios:

1- Balsas - MA
2-Natal - RN

3- Aracaji - SE
4-Mortrode SJo Paulo - BA
Se lihéus - BA

6 Trancoso- BA
7-Nova Xavanting - MT
8- Cassilindia - MS

9- Monte Alegre - MG
10- Prata - MG

11- Araguari - MG

12- Guapd - GO

13- Gidade de Goids - GO
14- Quirindpolis - GO
15-Rio Quente - GO
16- Campo Alegre - GO
17- Ipameri- GO

18- Silvinia - GO

19- Gameleira - GO
20- Heitorai - GO
21-Cataldo - GO

22- Pires do Rio - GO
23- Minxu - GO

24- Pirendpolis - GO
25- Andpolis - GO

26- Porangatu - GO
27- Itha Sokteira - SP

Territdrio Brasileiro




Table 1. EST-SSR and RAPD primers sequence used for H. speciosa DNA amplification.

Marker ID Sequence Annealing Reference
temperature
(°C)

SSR-RG01 0i|164561865 F:GGAACCAAGGATGTTAGAGTGG 50 Mishra et al., 2011
R:CTGCAACGGTTACTAGAGAGTAGAGC

SSR-RG04 gi|164556897 F: CGTCAAGACCTACCCAGGAG 50 Mishra et al., 2011
R: GTCTCCTCCGTCACCAGAAA

SSR-RG05 gi|164556756  F: CTGCTAGGCATGGTGGTGTAG Mishra et al., 2011
R: GATCCCAGCGGTGACTCTTA 56

SSR-RGO07 0i|164556449 F: GAGGAGGTGTCTCTCATGCTG 50 Mishra et al., 2011
R: CGACCTCAACAGAAGGTTCG

SSR-RGO08 gi|164555839 F: AGAAGGAAGTGGTGGTGCTG 56 Mishra et al., 2011
R: GTTTACAGGGGGAGGAGGAG

SSR-RG11 gi|164561349 F: GGCACGAGGCATCCTTACTC 56 Mishra et al., 2011
R: CCACAGCTCTGGTAGCTCCT

SSR-RG12 0i|164561153 F: GGACAAGCTGGAGCAGCA 50 Mishra et al., 2011
R: CTGCAACCAGAGGCTTCC

SSR-RG13 gi|164560959 F: CCGGAGGTGATGAGGTTCTG 56 Mishra et al., 2011
R: GAGGCTGCTTTGGAGGAG

SSR-RG15 gi|164556819 F: GAGAGAGAGAGAGCGGCAAG 60 Mishra et al., 2011
R: GTGGGTCTCCCACAATAGCG

SSR-RG18 0i|164561715 F: CATTCTCTTCTCGAGGCTTCTG 53 Mishra et al., 2011
R: ACCCCCATGACAGTCAAGATAG

SSR-RG21 gi|164559832 F: CCCTTCCTGAGAGACTCAAATG 53 Mishra et al., 2011
R: CCAAGCACTCTTCATCTCAGG

SSR-RG30 gi|164554493  F: GCCTCCAGTTACCCTTCCTC 53 Mishra et al., 2011
R: ACAGCAGGATCACCAAGACC

RAPD-ITD04 - TGATCCCTGG 37 Silvaetal., 2011

RAPD-ITD11 - ACGGATCCTG 37 Silva et al., 2011

RAPD-ITD13 - CTACGGAGGA 37 Silva et al., 2011

RAPD-ITD14 - GGCACTGAGG 37 Silvaetal., 2011

RAPD-OPA03 - AGTCAGCCAC 42 Lal etal., 2011

RAPD-OPC12 - TGTCATCCCC 42 Lal et al., 2011

RAPD-OPD20 - AACCCGGTCA 42

RAPD-OPN15 - CAGCGACTGT 42 Lal etal.,, 2011

RAPD-OPAF5 - CCCGATCAGA 42 Lal et al., 2011

RAPD-OPAF15 - CACGAACCTC 42 Lal etal.,, 2011

RAPD- - CTACGGAGGA 42 Silvaetal., 2011

ITD13/ITD11 ACGGATCCTG

RAPD- - CTACGGAGGA 42 Silvaetal., 2011

ITD13/1ITD14 GGCACTGAGG

RAPD-ITD4/ITD11 - TGATCCCTGG 42 Silva et al., 2011
ACGGATCCTG

RAPD- OPA03/ - AGTCAGCCAC 42 Lal etal., 2011

OPAF5

CCCGATCAGA
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Table 2. Genetic characterization of five microsatellite loci in 34 H. speciosa samples.

Locus Aleles (bp) A Ho He Fis
RGO7 159,177,193 3 0.095 0.260 0.625
RGO08 63, 75, 99 3 0.273 0.255 -0.119
RG12 113,177,195 3 0.107 0.168 0.351
RG21 193, 313 2 0.273 0.241 -0.158
RG30 326, 447,603 3 0.222 0.205 -0.106
Total 14 0.194 0.226 0.119
Stand - 0.039 0.017 0.157
Erro

A: number of alleles; Ho:
inbreeding coefficient

observed heterozygosity; He: expected heterozygosity; Fis:
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Figure 2: Genetic distance dendograma for regions of H. speciosa using SSR and RAPD
markers.
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Figure 3. Genetic relationship between botanical varieties of H. speciosa using PCA analysis.
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