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RESUMO

Oliveira, M. G.; M. Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro,
abril de 2008; Diversidade genética por meio de caracteristicas morfoagronémicas
e marcadores RAPD em aceroleira (Malpighia emarginata D.C.). Orientador: Prof.
Jurandi Goncalves de Oliveira.

O conhecimento da variabilidade genética e da relacdo entre diferentes
acessos de aceroleira € importante para maximizar o uso dos recursos genéticos
para futuros programas de melhoramento. Neste trabalho objetivou-se avaliar a
divergéncia genética entre acessos de aceroleiras, por meio de caracteristicas
morfoagrondémicas e marcadores moleculares RAPD. Utilizou-se 48 acessos de
uma populacédo de aceroleiras semeados na estacdo experimental da Pesagro -
RIO, localizado no municipio de Itaocara-RJ. Dividiu-se o trabalho em duas
etapas: caracterizacdo morfoagron0mica, sendo realizada com base na relagcéo
de descritores minimos para essa espécie; avaliagbes fisico-quimicas e
diversidade molecular por meio de marcadores RAPD. Para as avaliacdes
morfoagronémicas, realizou-se analises estatisticas utilizando componentes
principais e a importancia relativa dos caracteres. Para o RAPD, utilizou-se a
matriz de distancias, com base no complemento aritmético do indice de Jaccard,
para 0 agrupamento dos acessos pelos métodos de Otimizacdo de Tocher e
UPGMA. Os resultados demonstraram que houve variabilidade genética entre os
acessos estudados. Assim, selecionou-se trés caracteristicas quantitativas
consideradas de maior importancia relativa para estudo de divergéncia genética,

sendo essas: diametro do caule, comprimento da folha madura e largura maxima
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da folha. Para as avaliagbes fisico-quimicas, verificou-se que houve aumento de
pH e SST entre o0s acessos do estadio de ‘vez’ para o estadio semimaduro. Frutos
no estadio ‘de vez apresentaram maiores valores de teor de acido ascorbico,
independente do acesso, ocorrendo uma reducdo gradativa até a maturacéao final
do fruto, indicando que ha possivel correlagdo entre o teor de acido ascérbico e o
estagio de maturacdo. A técnica de marcadores RAPD foi eficaz para o estudo de
diversidade entre os acessos, mostrando que a populacdo possui ampla
variabilidade genética. Os resultados mostraram que os acessos ACE 001, ACE
014, ACE 031, ACE 038, ACE 043 e ACE 046 podem ser indicados para
propagacao vegetativa e avaliacdo clonal, pois apresentaram alto teor de acido
ascorbico, coloracdo da casca do fruto maduro avermelhada e frutos mais largos

e altos, o que define o formato como globuloso.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, Marcos Goes; M.S.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; April 2008; Genetic diversity by morpho-agronomic characteristics
and RAPD markers in Barbados cherry (Malphigia emarginata D.C.). Adviser:
Jurandi Goncalves de Oliveira.

The comprehension of genetic variability and the relationships among
Barbados cherry accessions are important to maximize the use of genetic
resources in genetic breeding programs. The objective of this work was to
evaluate the genetic divergence among Barbados cherry accessions using
morpho-agronomic traits and RAPD markers. Forty-eight accessions of a
Barbados cherry population from Pesagro experiment station, Itaocara, RJ, were
analyzed. The work was divided in two stages: the morpho-agronomic
characterization, based on the minimum descriptors list used to this species; the
physico-chemical evaluations and molecular diversity using RAPD markers. The
morpho-agronomic characteristics were statistically evaluated using the principal
component analysis (PCA) and the relative contribution of each trait. The
molecular analysis used the distance matrix, based on Jaccard’s arithmetic
complement index, and the accessions were grouped using both Tocher and
UPGMA methods. The results showed genetic variability among the accessions.
Thus, three quantitative traits of higher relative importance were selected to study
the genetic divergence: stem diameter, length of the mature leaf and maximum
width of the leaf. During the physico-chemical evaluations, it was verified an
increase of both pH and SST among accessions, from mature green stage to
breaker stage. Mature green stage fruits showed higher ascorbic acid values,
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independent of the accession, with a gradual decrease until the final maturation of
the fruit, indicating a possible correlation between ascorbic acid amount and
maturation stage. The RAPD markers were efficient to study the diversity among
accessions, showing a large genetic variability among them. The results showed
the accessions ACE 001, ACE 014, ACE 031, ACE 038, ACE 043 and ACE 046
can be indicated to vegetative propagation and clonal evaluation; they presented
high ascorbic acid amount, reddish skin color in mature fruits, wide and high fruits

that define the globular format.
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1. INTRODUCAO

A aceroleira (Malpighia emarginata D.C.) teve sua origem nas Antilhas e,
posteriormente, dispersou-se para outras regibes do mundo, estabelecendo-se
particularmente em ecossistemas tropicais e subtropicais do continente americano
(De Rosso & Mercadante., 2005). No Brasil, a acerola € conhecida h4 mais de 60
anos (Neto et al.,, 1995). Entretanto, o cultivo de acerola teve um acelerado
crescimento nos ultimos 20 anos e, atualmente, com o aumento da procura por
alimentos naturais, a acerola teve um grande impulso no seu consumo (Moura et
al., 2007).

De acordo com Matsuura et al. (2003), a acerola é nutricionalmente
importante, devido ao seu alto teor de &acido ascoérbico, sendo um produto
amplamente utilizado na industria farmacéutica e de alimentos. Entretanto,
segundo Assis et al. (2001), além do alto teor de acido ascorbico, estdo presentes
na composicao da acerola, quantidades expressivas de vitamina A, ferro, calcio,
fosforo, riboflavina e niacina.

Nos pomares brasileiros, observa-se alta variabilidade entre os genotipos
cultivados no que se refere a importantes caracteristicas como produtividade,
habito de crescimento e porte da planta, arquitetura da copa, cor, sabor,
consisténcia e tamanho do fruto, além do rendimento da polpa, entre outras, o
que é atribuido a da propagacdo seminal (Paiva et al., 1999). Esaa alta

variabilidade dos gendtipos vem acarretando sérios problemas ao sistema de



producdo, pois dificulta a execucdo racional de todas as praticas culturais,
desorganizando o sistema de comercializagao do produtor.

Por outro lado, a ocorréncia dessa variabilidade entre os genotipos
cultivados nos pomares brasileiros pode ser explorado em programas de
melhoramento vegetal pela selecdo de individuos superiores, com base em
caracteristicas de interesse do mercado consumidor, bem como gendétipos
melhores adaptados as diversas regioes produtoras do pais.

No Brasil, algumas instituicbes de pesquisa vém trabalhando para o
lancamento de novos materiais, proporcionando novas perspectivas aos
produtores. Dentre essas estdo a Flor Branca, Inada, Niamero 1, Numero 54/02, a
Okinawa e a Sertaneja. Soares Filho & Oliveira (2002) relatam que o Unico cultivar
recomendado para o0 plantio comercial € a sertaneja Brs, sendo lancada pela
Embrapa semi-arido (CPATSA). Em plantios comerciais a producao varia de 20 a
50 kg de frutos/planta/ano (Alves et al., 1995).

A principal barreira encontrada nos programas de melhoramento genético
da aceroleira € a obtencado de cultivares com maior produtividade e contetdo de
vitamina C. Tais programas de melhoramento da cultura visam, principalmente, a
selecdo de gendtipos superiores, ou a geragdo de clones ou populagdes com
maior uniformidade genética, propiciando frutos que satisfagam aos mais
diferentes consumidores, de forma a conquistar mercados do pais e do mundo
(Paiva et al., 1999).

Atualmente, os programas de melhoramento genético tém utilizado a
associacdo de técnicas classicas a ferramentas biotecnolégicas como, por
exemplo, o uso de marcadores moleculares com ganhos substanciais na reducéo
do tempo para identificacdo da diversidade genética entre os individuos
trabalhados (Xavier et al., 2005).

Os marcadores moleculares tipo RAPD (amplificacdo polimorfica de DNA
arbitraria), por se tratar de uma técnica rapida, de custo relativamente baixo,
porém com potencial informativo (Willians et al., 1990), tem sido empregada para
estudos de diversidade genética em aceroleira (Salla et., 2002), bananeira
(Souza, 2006), acaizeiro (Oliveira et al., 2007) e maracujazeiro (Viana et al.,
2003).

No presente trabalho teve-se como objetivo, avaliar a diversidade genética

entre 0s acessos de uma populacdo de aceroleiras via marcadores moleculares



RAPD e descritores morfoagrondmicos, visando identificar genotipos promissores

para utilizacdo em programas de melhoramento da cultura.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importancia EconGmica

A acerola (Malpighia emarginata D.C.) tem atraido o interesse dos
fruticultores e passou a ter importancia econémica em varias regides do Brasil,
pelo seu potencial como fonte natural de vitamina C e sua grande capacidade de
aproveitamento industrial (Nogueira et al., 2002).

O Brasil destaca-se como 0 maior produtor, consumidor e exportador
mundial de acerola, possuindo uma area plantada na regido Nordeste superior a
2.000 ha (Franca & Narain, 2003). Existem plantios comerciais de aceroleiras em
praticamente todos os estados brasileiros (Alves, 1996). De acordo com Donadio
et al. (1998), a acerola é cultivada em maior escala comercial nos Estados da
Bahia, Pernambuco, Paraiba, Sdo Paulo, Parana, Rio Grande do Norte, Para e
Amazobnia. Contudo, € na regido Nordeste que, devido as suas condi¢ces
edafoclimaticas favoraveis, a aceroleira melhor se adaptou (Paiva et al., 1999).

A maior parte da producgéo brasileira de aceroleira encontrar-se vinculada
ao setor agroindustrial (Coelho et al., 2003), com vistas ao aproveitamento dos
frutos. Entretanto, parte consideravel dessa producéo néo é aproveitada, devido a
alta perecibilidade dos frutos, fazendo com que cerca de 60% permaneca no
mercado interno e 40%, direcionados para o mercado externo (Oliveira & Soares
Filho, 1998), principalmente para o Japdo, Europa e Estados Unidos (Coelho et
al., 2003).

A acerola apresenta potencial para industrializagdo, uma vez que pode ser

consumida sob a forma de compotas, de geléias, utilizada no enriqguecimento de



sucos e de alimentos dietéticos, na forma de alimentos nutracéuticos como
comprimidos ou capsulas, empregados como suplemento alimentar, chas,
bebidas para esportistas, barras de cereais e iogurtes (Carpentieri-Pipolo et al.,
2002). Aléem disso, a acerola pode ser consumida na forma de suco integral,
concentrado ou liofilizado, licor, bombons, goma de mascar, néctares, puré,
sorvetes, cobertura de biscoitos, refrigerantes, dentre outras (Carvalho, 2000). No
entanto, as formas mais comuns de comercializacdo da acerola s&o o fruto in

natura, a polpa congelada e o suco engarrafado (Yamashita et al., 2003).

2.2 Centro de Origem e Introduc&o da Aceroleira no Brasil

A aceroleira ou “cerejeira das Antilhas” (Malpighia emarginata D.C.) é uma
planta tipica de paises de clima tropical, com seu centro de origem na regido do
Mar das Antilhas, Norte da América do Sul e América Central (Lopes & Paiva,
2002).

Por muito tempo, essa “cerejeira tropical” permaneceu florescendo e
frutificando em terras americanas, sem despertar maiores atengdes. Acredita-se
gue o cultivo dessa planta passou a ter maior impulso a partir do ano de 1946,
quando Asenso e Guzman, citados por Marty e Pennock (1965), descobriram o
alto teor de vitamina C dos seus frutos. A partir desse momento, teve inicio, em
Porto Rico, o plantio comercial da aceroleira, expandindo-se para Cuba, Flérida,
Hawai e outros lugares do mundo.

No Brasil, a aceroleira foi introduzida em 1955, na regido Nordeste, através
da Universidade Federal Rural de Pernambuco, com sementes trazidas de Porto
Rico (Simao, 1971). Entretanto, segundo Andrade et al. (1995), o cultivo da
aceroleira adquiriu escala comercial somente na década de 80, sendo pioneiros
os Estados da Bahia e do Pard, que visavam a exportacdo da acerola para a

Europa e o Japao.
2.3 Aspectos Botanicos e Citogenética
A classificacdo botanica da acerola tem sido controversa. Apesar da

adocao do nome Malpighia emarginata, pelo Conselho Internacional de Recursos

Genéticos Vegetais em 1986, essa denominagcdo ainda € pouco utilizada, visto



que, inicialmente, ela foi classificada como M. punicifolia e M. glabra. Entretanto,
Asenjo (1980) reporta que os nomes M. glabra e M. punicifolia sdo sinénimos,
porém, aplicados a uma espécie diferente de aceroleira, devendo-se a espécie o
nome de Malpighia emarginata D.C.. Nogueira (1997), estudando as expressoes
fisiol6gicas da aceroleira enviou diversas amostras para o Dr. Willian R.
Anderson, especialista na familia Malpighiaceae, que constatou tratar-se de uma
Gnica espécie, M. emarginata D.C., utilizada corretamente para designar
aceroleira.

A aceroleira é uma Magnoliopsida pertencente a familia das
Malpighiaceaes, a qual é formada por 39 a 41 espécies de arbustos e pequenas
arvores. De acordo com estudos citados por Alves & Menezes (1995), a aceroleira
apresenta a seguinte classificacao:

Divisao: Tracheophita

Subdivisédo: Spermatophitina

Classe: Magnoliopsida

Familia: Malpighiaceae

Género: Malphigia

Espécie: Malphigia ermaginata D. C.

Com a finalidade de obter informacdes sobre o nimero de cromossomos e
a fertilidade do polen, Singhal et al. (1985) estudaram algumas espécies de
Malphigeaceae, verificando que as mesmas apresentaram numero de
cromossomos 2n = 20 e 90% de fertilidade do grédo de pdlen. Cavalcante et al.
(1998), em estudos citogenéticos realizados em oito genotipos de acerola,
selecionados pela Embrapa Mandioca e Fruticultura, observaram que todos os

genatipos estudados eram dipléides com 2 n= 20 cromossomos.

2.4 Descrigdo e Caracteristicas da Aceroleira

Ledin (1958), citado por Araudjo & Minami (1994), descreve a aceroleira
como um arbusto glabro, de porte médio, com 2 a 3 metros de altura, com
didmetro de copa atingindo até 3 metros. A planta apresenta, ainda, haste ou
pequeno tronco unico, freqientemente ramificado, com copa densa, formada por
numerosos ramos lenhosos espalhados, geralmente curvados para baixo. As

folhas séo elipticas, ovais de 2 a 7,5 cm de comprimento e 1 a 6 cm de largura.



De acordo com Simédo (1971), o fruto da aceroleira € uma drupa de forma
arredondada, com diametro variando de 1 a 3 cm, pesando de 3 a 16 g. O
tamanho do fruto varia em fungcéo do potencial genético da planta, tratos culturais
e do namero de frutos por axila. A coloracéo dos frutos maduros pode variar entre
vermelha, roxa ou amarela.

A flor da aceroleira apresenta algumas caracteristicas de espécie
autégama, a flor completa apresentando androceu e gineceu, amadurecimento
simultaneo do androceu e gineceu e auséncia de barreiras fisicas que impedem a
autofecundacdo. Associado a essas caracteristicas, € comum a producdo de
frutos em plantas isoladas. Entretanto, Lopes et al., (2002) em estudo da
estimacdo da taxa de cruzamento da aceroleira, com base em dados
isoenzimaticos, concluiram que a aceroleira demonstra ser uma espécie
predominantemente aldgama, devido a grande variabilidade fenotipica observada
nos pomares, 0 que sugere a ocorréncia de recombinagdo. Segundo esses
autores, a autofecundacao de botdes florais em condi¢cbes experimentais promove
uma menor fixacdo de frutos quando comparado ao cruzamento manual e a
polinizacdo natural.

O desenvolvimento do fruto ocorre muito rapidamente, abrangendo 22 dias,
desde o florescimento até a maturacao (Batista et al., 1991; Gomes et al., 2001).
O conhecimento da duracéo do ciclo da cultura € importante para o produtor de
acerola, que pode assim programar, com maior perspectiva de acerto, suas
atividades de colheita e comercializacdo da fruta nos mercados interno e externo.

A aceroleira pode produzir de quatro a seis floradas por ano, se bem
conduzida (Almeida & Araujo, 1992). Essa resposta se deve basicamente as
condi¢cbes edafoclimaticas associadas a pratica da irrigacdo, favorecerem varios
surtos de crescimento, proporcionando, assim, a floragdo e frutificacdo quase
continua. E importante que a planta seja adequadamente suprida, sobretudo com
fonte de nitrogénio e agua apos uma floracdo, pois € comum o abortamento de

flores submetidas a condi¢des adversas.

2.5 Melhoramentos Genéticos da Aceroleira

A geracdo de novos cultivares mais produtivos e com caracteristicas

qualitativas superiores como cor do fruto, sabor, odor, textura e coloragédo da



polpa, teor de agUcares, acidez, resisténcia ao transporte, entre outros, tem sido o
grande desafio do melhoramento genético de aceroleira. Segundo Paiva et al.
(1999), o melhoramento vegetal visa explorar a variabilidade genética existente na
obtencdo de clones ou populagdes com maior uniformidade genética, que
propiciem frutos que satisfacam aos mais diferentes mercados das regiées mais
desenvolvidas e economicamente mais prosperas do Brasil e do mundo.

Diversos trabalhos isolados tém sido conduzidos em algumas instituicoes,
onde estdo sendo desenvolvidos estudos basicos de suporte ao melhoramento da
aceroleira, como os relacionados a biologia reprodutiva (Magalhdes & Ohashi,
1997; Gomes et al., 1998), a citogenética (Cavalcante et al., 1998), ao controle
genético das caracteristicas do fruto (Lopes, 1999), entre outros. Entretanto, os
procedimentos mais comuns adotados no melhoramento de aceroleira tém sido a
introducéo de germoplasma, a selecao clonal e a hibridacdo seguida de selecao.

A principal metodologia adotada nos programas de melhoramento de
aceroleira é a selecao de clones, pois além do resultado ser observado em curto
prazo, devido a aceroleira ser uma espécie que pode ser propagada
vegetativamente, €, também, a maneira mais eficiente para suprir a demanda
imediata de variedades, onde o gendétipo de cada planta pode ser transmitido
integralmente por meio das geracdes (Paiva et al., 2003).

Paiva et al. (2003), avaliando germoplasmas de aceroleiras com 0 objetivo
de verificar o desempenho de 45 clones e selecionar aqueles que se
destacassem, em relagdo ao desenvolvimento vegetativo das plantas, a producéo
e a qualidade dos frutos, encontraram, com base em caracteristicas morfologicas,
quatro genodtipos superiores. A selecdo baseou-se na combinacdo das
caracteristicas de conformacdo da copa da planta, producdo de frutos, teor de
vitamina C, entre outras.

Bosco et al. (1994) selecionaram nove clones de aceroleira, com base em
caracteristicas fenolégicas da planta e morfologia dos frutos. O peso dos frutos
variou de 7,02 a 9,68 g; o diametro médio dos frutos foi de 2,51 cm e, de forma
geral, os clones selecionados apresentaram consisténcia, cor e sabor que
atendem plenamente as exigéncias do mercado.

Na quase totalidade dos pomares instalados no Brasil, observa-se uma
mescla bastante acentuada de tipos e formas de aceroleiras, sendo comum

encontrar em um mesmo pomar plantas com habito de crescimento distinto e



frutos com formato, coloragao e tamanho diferentes. Dessa forma, os melhoristas
tém observado que ha necessidade de pesquisas no sentido de caracterizar,
selecionar e difundir materiais genéticos. Assim, cada instituicdo tem adotado
nomes e coédigos nos bancos de germoplasmas, para identificar e diferenciar os

frutos em relacdo aos seus respectivos genotipos.

2.6 Marcadores Moleculares

Marcador molecular pode ser definido como todo e qualquer fenétipo
decorrente da expressdao de um gene, como no caso de proteinas, caracteres
morfologicos, ou de um segmento especifico de DNA (correspondentes a regides
expressas ou ndo do genoma), cuja sequéncia e funcdo podem ou ndo ser
conhecidas (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Segundo Milach (1998), o marcador
molecular é uma caracteristica do DNA, herdado geneticamente, que diferencia
dois ou mais individuos.

Os marcadores moleculares apresentam-se como uma ferramenta
importante para a caracterizacdo genética, contribuindo, assim, para amenizar e
retificar os problemas relacionados a duplicagcbes em bancos de germoplasma,
bem como a identificacdo de cultivares divergentes (Nass, 2001). Os marcadores
moleculares também sdo empregados extensivamente, e com sucesso, nha
analise genética de plantas e na caracteriza¢do da variabilidade existente entre os
individuos.

A analise genética de individuos evoluiu bastante nestes ultimos anos,
através do desenvolvimento da técnica de amplificacdo de sequiéncias de DNA,
que permite a comparacao direta dos alelos, através da composicdo da sequéncia
de nucleotideos. Essa metodologia, denominada de PCR (Reac¢&o de polimerase
em cadeia), permite comparar 0s organismos em nivel molecular, sem influéncia
do ambiente ou idade do tecido (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Existem varias técnicas que permitem identificar diretamente o
polimorfismo de DNA e, portanto, marcar sequéncias ou partes especificas do
mesmo. Marcadores como RAPD, Microssatélite e AFLP séo alguns dos mais
utilizados em estudos genéticos Ferreira & Grattapaglia (1988).

Variacfes da PCR, tais como RAPD (random amplifield polymorphic DNA),

tém sido amplamente utilizadas para estudos genéticos em fruteiras, podendo ser
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citados, o uso de marcadores moleculares na analise da variabilidade genética
em aceroleira (Salla et al., 2002); estudos de caracterizacdo de variedades em
uva (Ulanovsky et al., 2002); avaliacdo de diversidade genética em bananeira
(Souza, 2006) e coqueiro (Wadt, 1997). A técnica de RAPD baseia-se na
repeticdo ciclica da extensdo enzimética de iniciadores (pequenas sequéncias
complementares de DNA), que se anelam nos dois extremos opostos de uma fita
de DNA, que serve como molde. Nessa técnica, utiliza-se apenas um unico
iniciador ao invés de um par, como na PCR, sendo que esse iniciador tem sua
sequéncia arbitraria e, portanto, sua sequéncia alvo é desconhecida.

A técnica de RAPD, dentre as citadas, € a de menor custo, numero de
etapas e tempo para obtencdo dos resultados, sendo mais facil de ser
implementada. Essa, contudo, tem a desvantagem de ser de repetibilidade baixa
e pouco consistente de um laboratério para o outro, o que dificulta a comparagéo
de dados obtidos em diferentes locais. Assim, cuidados devem ser tomados na
padronizacdo da técnica no laboratério para a caracterizacdo de cultivares. O
nivel de polimorfismo obtido com RAPDs varia grandemente com a espécie em

questéo e tem sido utilizada com sucesso na caracterizagao de plantas.

2.7 Divergéncia Morfologica e Genética

Nos programas de melhoramento de plantas, a informagdo quanto a
diversidade e a divergéncia genética, dentro de uma espécie, € essencial para o
uso racional dos recursos genéticos (Loarce et al., 1996). Os estudos sobre a
diversidade genética nas colecfes de germoplasma podem ser realizados a partir
de caracteres morfolégicos de natureza qualitativa ou quantitativa (Moreira et al.,
1994).

A caracterizacdo molecular da diversidade genética do germoplasma pode
fornecer dados uteis para auxiliar o melhorista na identificacdo e na selecdo dos
genitores ou clones basicos para estabelecer um programa de melhoramento. A
informacdo sobre a diversidade genética pode auxiliar programas de
melhoramento, bem como evitar as redundancias ou misturas de genotipos em
estudos e programas de conservacao de germoplasma.

De acordo com Shimoya et al. (2002), a avaliacdo da divergéncia genética

é efetuada por diversos métodos que levam em consideracdo as caracteristicas
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agronOmicas, fisiologicas, genéticas e morfoldgicas. Isso fornece informacdes
para a identificacdo de genitores que, quando cruzados, aumentam as chances
de produzirem genotipos superiores nas geracoes segregantes.

No estudo da divergéncia genética podem ser utilizados varios meétodos.
Essa escolha baseia-se na precisao desejada pelo pesquisador, na facilidade da
andlise e na forma como os dados foram obtidos. As técnicas de andlise
multivariada podem ser utilizadas para avaliar a divergéncia entre acessos e para
selecionar os descritores mais importantes na discriminacdo dos acessos de um
banco de germoplasma (Amaral Junior, 1994).

Pipolo et al. (2000), em estudo de divergéncia genética multivariada em
aceroleira, conseguiram dividir 14 genadtipos em trés grupos, utilizando o método
de agrupamento de Tocher, com base no carater de qualidade do fruto mais
importante para essa cultura, o teor de vitamina C. Esses autores destacam entre
esses acessos alguns cruzamentos promissores.

Outros estudos de diversidade genética tém sido realizados utilizando
técnicas de marcadores moleculares mostrando-se bastante promissores. Viana
et al. (2003) estudaram a diversidade genética entre genétipos comerciais de
maracujazeiro amarelo (Passiflora edulis f. flavicarpa) e entre espécies de
passifloras nativas, determinadas por marcadores RAPD. Os autores realizaram
analise de agrupamento entre 0s genoétipos, adotando-se o complemento do
indice de Jaccard e usaram, também, o método de agrupamento hierarquico de
Ward, com base na matriz de distancias genéticas obtida pelo complemento do
indice de Jaccard. Foi observada para as espécies estudadas grande
variabilidade genética.

Ruas et al. (1995) citaram a importancia das estimativas da relacdo e da
diversidade genética de cultivares de abacaxizeiro, para a avaliagdo de recursos
genéticos. Esses autores encontraram uma relagdo genética bastante similar
entre quatro cultivares de abacaxizeiro (Pérola, Smooth Cayenne, Primavera e
Perolera) obtido a partir da analise das informacdes geradas por meio de
marcadores moleculares RAPD e analises das caracteristicas morfolégicas e
agron6micas. Assim, a combinacdo das analises moleculares com as avaliacdes
morfoagrondémicas pode ser usada de maneira eficiente para a caracterizacao de

recursos genéticos no género Ananas.
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Costa (2004) caracterizou a colecdo de germoplasma de uva da UENF,
avaliando a divergéncia genética entre 40 gendétipos de espécies, variedades,
porta-enxertos e hibridos, via marcadores moleculares RAPD. Para tanto, a
autora utilizou técnicas de estatistica multivariada, como o método de
agrupamento de Tocher e o hierarquico (UPGMA), que foram concordantes.

Salla et al. (2002), analisando 24 acessos de aceroleiras pertencente ao
banco ativo de germoplasma da Universidade Estadual de Londrina, detectaram
alto polimorfismo entre os acessos. Os resultados demonstraram que apesar da
base genética estreita, comum nas cole¢fes de aceroleiras encontradas no Brasil,

a variabilidade genética é relativamente alta.

2.8 Analise Multivariada

A analise multivariada, para avaliagdo de gendtipos, baseada em caracteres
quantitativos, parece ser o meétodo ideal, considerando a existéncia de
correlacdes entre esses caracteres. A partir dessa analise € possivel que as
informacdes de cada um dos caracteres se completem e a andlise do conjunto
resulte mais precisa do que as analises univariadas.

A utilizacdo de técnicas multivariadas para estimar a divergéncia genética
tem sido empregada rotineiramente pelos melhoristas de plantas. Entre essas
praticas, as mais utilizadas séo: a analise por componentes principais, quando 0s
dados sdo obtidos de experimentos sem repeticbes; a andlise por variaveis
candnicas, quando os dados sdo obtidos de experimentos com repeticdes e, por
altimo, os métodos de agrupamento, cuja aplicacado depende da utilizacdo de uma
medida de dissimilaridade previamente estimada (Cruz & Regazzi, 1997), como,
por exemplo, a distancia euclidiana pode ser estimada tomando-se por base
dados sem repeticbes, como € o caso de dados oriundos do banco ativo de
germoplasma, tornando-se viavel a sua aplicacao (Carvalho et al., 2003).

O uso da analise multivariada em estudos sobre divergéncia genética tem
sido assunto de extensas pesquisas, sendo empregadas na avaliacdo de
diferentes colecbes de germoplasma, visando a sele¢édo de materiais superiores.

Existem, na literatura, diversos exemplos do emprego de técnicas
multivariadas na andlise de divergéncia genética em culturas, dentre esses,

podem ser citados os realizados com Capsicum (Sudré et al., 2005), milho-pipoca
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(Miranda et al., 2003), cacau (Dias & Kageyama, 1997), guarana (Nascimento
filho et al., 2001), algodéao (Carvalho et al., 2003) e feijao (Coimbra et al., 1999;
Rodrigues et al., 2002).

Lopes et al. (2000), avaliando a divergéncia genética de 112 acessos de
aceroleiras provenientes do banco ativo de germoplasma da UFV, levando em
consideracdo as caracteristicas do fruto, encontraram seis acessos com
caracteristicas favoraveis, sendo esses indicados para avaliacdo clonal, além de

cinco para uso em hibridizacéo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material Genético

Neste trabalho, utilizou-se 48 acessos (ACE 001 — ACE 048) de uma
populacdo de aceroleiras com idade de 15 anos, aproximadamente, oriundos do
centro de producdes de mudas da antiga CATI (Coordenadoria de Assisténcia
Técnica Integral), localizado em Sdo Bento do Sapucai — SP, e semeados na
Estacdo Experimental da Pesagro-RIO, localizada no municipio de Itaocara-RJ. O
municipio de Itaocara localiza-se na regido Noroeste fluminense, situado a 21° 39’
12”7 S e 42° 04’ 36” W, com uma altitude de 60 m, clima do tipo AWi, com
temperatura média anual de 22,5C e precipitacdo mé dia anual de 1041 mm
(Fontes, 2002).

3.2 Caracterizacdo Morfoagronémica

3.2.1 Descritores

A caracterizacao da populacéo de aceroleiras da Pesagro foi realizada com
base na relacdo de descritores minimos para essa espécie (Oliveira et al., 1998).
Devido a falta de frutificac&o inicial de alguns dos acessos, para este estudo, foi
possivel tabular apenas as informacdes referentes a caracteres vegetativos e de
inflorescéncia para 38 acessos. Foram utilizados 26 descritores, sendo 17

qualitativos e nove quantitativos.



15

Os descritores relacionados a folha, flor e fruto estdo descritos a sequir:

a) conformacgédo da copa (CC). Determinada por meio de uma escala de
notas, sendo: 1-globular; 2-intermediaria; ou 3-Ereta.

b) ramificacdo da copa (RC). Determinada por escala de notas, sendo
atribuido: 1-pouco ramificada; 2-ramificada; 3-muito ramificada.

c) textura foliar (TF). Escala de notas, sendo atribuidas: 1-coreacea ou 2-
maleavel

d) forma das folhas (FF). Determinada por escala de notas, sendo
atribuido: 1-arredondada; 2-ovada; 3-eliptica.

e) forma geral dos bordos da folha madura (FGBF). Determinada por
escala de notas, sendo atribuidas: 1- borda reta; 2- borda levemente ondulada; 3-
borda ondulada.

f) forma geral do limbo foliar (FL). Determinada por escala de notas sendo
atribuidas: 1- aberto; 2-intermediério; 3- fechado.

g) presenca de pilosidade na folha (PF). Determinada indicando a presenca
ou auséncia da pilosidade nas folhas.

h) presenca de pilosidade no ramo (PR). Determinada indicando a
presencga ou auséncia da pilosidade nos ramos.

i) tipo de florescimento (TFL). Determinado por escala de notas sendo
atribuido: 1- flores isoladas; 2- presenca de flores em paniculas; 3- os dois tipos
de florescimento.

J) coloracdo dos lobulos da corola das flores (CLC). Determinada por escala
de notas sendo atribuido: 1- coloracdo branca; 2- coloracdo rosea-clara; 3-
coloracao rosea escura; 4- coloracéo violacea.

[) uniformidade de maturacdo (UM). Determinado por escala de notas 1-
uniforme; 2- desuniforme.

m) coloracéo da casca do fruto imaturo (CCFI). Determinada por escala de
notas, sendo atribuidas: 1- verde; 2- verde amarelada; 3- verde arroxeada; 4- roxa
esverdeada; 5- roxa.

n) coloracao da casca do fruto maduro (CCFM). Determinada por escala de
notas, sendo atribuidas: 1- amarela; 2- laranja; 3- rosa; 4- vermelha; 5- vermelha

arroxeada; 6- roxa.
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0) coloracéo da polpa do fruto maduro (CPFM). Determinada por escala de
notas, sendo atribuidas: 1- alvacenta; 2- verde; 3- amarela; 4-rosa; 5- vermelha;
6- roxa.

p) textura da casca (TC). Determinada por escala de notas, sendo
atribuidas: 1- lisa; 2- intermediaria; 3- enrugada.

g) sulco da superficie do fruto (SSF). Determinada por escala de notas,
sendo atribuidas: 1- superficial; 2- intermediaria; 3- profundo.

r) tamanho do fruto maduro (TFM). Determinado por escala de notas,
sendo atribuido: 1- fruto pequeno (12-16 mm); 2- fruto médio (17-22mm) ou 3-
fruto grande (23-30mm).

Os descritores quantitativos foram os seguintes:

a) altura da planta (H): medida com uma trena, aferindo do nivel do solo até
a extremidade apical do ramo mais alto por meio de uma trena, expressa em
metros.

b) diametro da planta (DP): medido a 100 cm do nivel do solo, através do
uso de uma trena, expressa em metros.

c) diametro do caule (DC): medido a 10 cm do nivel do solo, através do uso
de uma trena, expressa em centimetros.

d) comprimento da folha madura (CF): medidas da base da nervura central
do I6bulo mediano até a extremidade, expressa em centimetros, utilizando a
média de 20 folhas obtidas da parte mediana da copa.

e) largura maxima da folha (LF): feita utilizando a média de 20 folhas
semelhante ao item anterior, espessa em centimetros.

f) niumero médio de flores por paniculas (N°MFP): foi feita uma amostragem
em cada planta sendo feita a contagem em quatro quadrantes da mesma.

g) numero médio de frutos por paniculas (N°FP): foi feita uma amostragem
em cada planta sendo feita a contagem em quatro quadrantes da mesma.

3.2.2 Avaliacéao Fisica, Quimica e Fisico-Quimica
Entre os acessos estudados 30% estavam vegetando. Dessa forma, foi

necessario fazer uma selecdo dos individuos que apresentassem frutos

suficientes para as analises quimicas e fisicas. Vinte e cinco acessos foram
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selecionados e avaliados, utilizando frutos coletados em trés estadios de
maturacao.

Os caracteres fisicos, quimicos e fisico-quimicos estao descritos a seguir:

- Diametro do fruto (Diam): média de 20 frutos ao acaso por acesso, sendo
a medicdo do didmetro maximo de cada fruto feita por meio de paquimetro e
expressa em milimetros.

- Comprimento do fruto (Comp): média de 20 frutos ao acaso por acesso,
sendo a medicdo do comprimento Maximo de cada fruto, feita por meio de
paguimetro e expressa em milimetros.

- Coloracéao dos frutos (L*a*b*h°): a coloracao foi avaliada por refratometria,
com a média de 20 frutos, utilizando o aparelho digital Minolta Chroma
MeterCR310, que a expresse conforme o sistema CILAB (L*a*b), de acordo com
Wolf et al. (1997).

- Teor de sélidos soluveis (SS): média de 20 frutos por acesso escolhidos
ao acaso. A medicao de teor de solidos soluveis foi feita por meio de refratdmetro
em amostras de suco extraido dos frutos (AOAC, 1970).

- Acidez total tituladvel (ATT): determinada a partir da neutralizacdo da
acidez da polpa da fruta, por titulagdo com NaOH 0,1N, conforme metodologia
descrita pela A.O.A.C (1984)

- Teor de Vitamina C (Vit C): avaliado a partir da polpa macerada por
titulacdo, com 2,6 diclorofenol-indofenol, conforme o método oficial da A.O.A.C
(1970), utilizando cerca de um grama de fruto fresco macerado e expresso em mg

de acido ascorbico/ 100 g de polpa.

3.2.3 Andlise estatistica

ApoOs as avaliacbes foi feita a analise estatistica das caracteristicas
morfolégicas por meio de recursos computacionais, com o auxilio do programa
Genes (Cruz, 2006). Para os descritores qualitativos foi realizada andlise de
variaveis multicategoricas, tendo em vista que todas as varidveis estudadas
apresentavam mais de duas caracteristicas notadamente exclusivas. Para tanto,
se utilizou como medida de dissimilaridade o coeficiente de Jaccard.

Para os caracteres quantitativos e avalia¢des fisicas e quimicas foi utilizado
o método dos componentes principais a partir de dados padronizados e a

importancia relativa dos caracteres. A técnica de componentes principais foi



18

adotada porque se baseia apenas nas informagdes individuais de cada acesso,
sem necessidade de dados com repeticdes (Cruz e Regazzi, 2001), tendo sido
coletados 20 frutos de cada planta, de onde se obteve uma média desses
individuos.

Para representar as relacdes entre 0s acessos e caracterizar a diversidade,
distancias Euclidianas foram calculadas sobre as variaveis, as quais permitiram a
construcdo de dendrogramas hierarquicos, utilizando o método do UPGMA e

meétodo de otimizacdo de Tocher.

3.3 Analise por marcadores moleculares

3.3.1 Extracdo de DNA

A extracdo do DNA foi feita a partir de folhas jovens de aceroleira,
coletadas na estacdo experimental da Pesagro - Rio. Ramos de 10-15 cm de
comprimento foram coletados a partir do apice da planta, embalados em papel
aluminio, colocados em sacos de plastico individuais devidamente identificados e
imediatamente acondicionados em recipiente de isopor contendo gelo picado para
a manutencao de sua integridade. Esse material foi transportado para o setor de
Marcadores Moleculares do Laboratério de Melhoramento Genético Vegetal —
CCTA/UENF. No laboratorio, as folhas utilizadas como amostras foram
congeladas em N liquido e maceradas em almofariz de porcelana, previamente
resfriado para evitar a elevacdo da temperatura e consequentemente
desnaturacdo das enzimas. O protocolo adotado para extracédo foi adaptado a
partir do método de CTAB (Cethyltrimethyllammonium Bromide, Sigma), no
tampao de extragcao, descrito por Doyle & Doyle (1987).

Aproximadamente, 50mg de tecido macerado foram transferidos para tubos
com capacidade de 1,5 mL e imersos em N liquido. Foram adicionados a cada
tubo, 800uL do tampao de extragcdo pré-aquecido, contendo a solugdo preparada
com 2% CTAB, 1,4M NaCl, 20mM EDTA, 100mM Tris-HCI (pH 8,0), 1% PVP e
0,2% B-mercaptoethanol, sendo posteriormente incubado a 65°C por 40 minutos,
com agitacdo suave dos tubos a cada 10 minutos. ApGs essa etapa, foi feita a
centrifugacéo a 14000 RPM, por 5 minutos. Uma fracdo do sobrenadante (800ul)
foi transferida para novos tubos, onde foram adicionados 800uL de cloroférmio:

alcool isoamilico (24:1), seguindo-se, entdo, de inversao continua, dos tubos até a
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solucdo tornar-se turgida. Essa etapa foi repetida mais uma vez. ApOs nova
centrifugacéo a 14000 RPM por 5 minutos, o sobrenadante foi transferido para
novos tubos, onde foi adicionado dois tercos do volume de isopropanol gelado,
seguindo-se de suave inversao e posteriormente repouso em ultrafreezer a - 80
°C, por 30 minutos. Novamente foi feita a centrifugacdo a 14000 RPM, por 10
minutos, obtendo-se um “pellet”. Esse foi lavado duas vezes com 300ul de etanol
70%, para a retirada de sal presente, e mais uma vez com 300uL de etanol 95%
(entre cada lavagem, o material foi centrifugado a 14000 RPM, durante 10
minutos). Apés o descarte do ultimo sobrenadante, o material foi desidratado em
condigcbes naturais por, aproximadamente, 30 minutos. O precipitado foi
ressuspenso em 300uL de solucdo Tris-EDTA (10mM Tris-HCI, 1mM EDTA, pH
8,0) com RNAse numa concentracao final de 40 pg/ml e incubado em banho-
maria a 37°C, por 30 minutos. Em seguida, foram feitas adicdo de 20 puL de NaCl
5M e 150 pL de isopropanol gelado, para precipitar o DNA novamente, incubando-
se essa mistura a -80 °C, por 30 minutos. ApOs essa etapa o DNA foi
sedimentado por centrifugacdo, a 14.000 RPM, por 10 minutos e lavado, duas
vezes, com etanol a 70%, e, uma vez, com etanol a 95%. Apés a desidratacdo, o
precipitado final foi suspenso em 300uL de agua.

3.3.2 Quantificacdo do DNA

A quantificacdo do DNA foi realizada por meio de andlise visual
comparativa em gel de agarose submetidos a eletroforese (100V, por 90 minutos).
O gel foi preparado com agarose na concentracao de 0,8% (p/v), TAE 0,5 X (Tris
base, acetato de sodio, EDTA a 0,5M e agua destilada) e 4 pL de brometo de
etidio (10 mg/ml). No gel foram aplicados solucdo de 2-uL de DNA de cada
genotipo, 3-pL de corante Blue Juice e 5-uL de solugdo TE. Foi utilizado o DNA
padrdao, High DNA MASS Ladder (INVITROGEN), para efeito de comparacao
entre o tamanho dos fragmentos. Apds a eletroforese, o gel foi exposto a luz
ultravioleta e imediatamente fotografado no equipamento Eagle Eye |l
(Stratagene).  Posteriormente, o DNA foi diluido para as concentracdes
adequadas, que foram utilizadas nas reagcdes de RAPD.
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3.3.3 Ensaio de Polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (RAPD)

Apés a quantificacdo, as reaces de amplificacdo dos fragmentos de DNA
foram feitas em termociclador modelo Martercycler gradient (Eppendorf), num
volume final de 20 pL, contendo: 10,80 pL de agua ultrapura; 2 pL de tampéao de
amplificacdo (100 mM Tris-HCI pH 8,3, 50 mM KCI); 1,60 uL de MgCl, (25 mM);
1,0 uL de DNTPs (2 mM de cada um dos desoxiribonucleotideos dATP, dTTP,
dCTP, dGTP); 2,0 uL de iniciador (5 mM); 2,0 uL de DNA genbmico (10 ng) e 0,6
unidade de Taq de DNA polimerase. Foram adicionados aos microtubos 2,0 pL de
DNA e, paralelamente, preparado um mix contendo todos os demais reagentes
nas concentracdes mencionadas, onde em cada mix foi adicionado um iniciador
diferente. Dessas solugdes, foram retiradas 18 pL e adicionados aos microtubos,
totalizando os 20 pL da reacao.

Foi utilizado o termocilcador Perkin Elmer GeneAmp PCR System,
programados para 45 ciclos de amplificacdo apds desnaturacgdo inicial de 95 °C
por um minuto. Individualmente, cada ciclo consistiu de 1 minuto a 95 °C, 1 minuto
a 36°C e 2 minutos a 72 °C. Depois dos 45 ciclos promoveu-se etapa final para
extensdo de 7 minutos a 72 °C.

Apbs as reacgdes, os fragmentos amplificados foram submetidos a corrida
de eletroforese (100 v por 90 minutos) em gel de Agarose a 2% (p/v), utilizando o
tampdo TAE 0,5 X. Para efeito de comparacdo de tamanho dos fragmentos
amplificados, foi utilizado como padrdo o DNA Ladder 250 bp, adquirido da
INVITROGEN Life Technologies.

3.3.4 Selec¢éao de iniciadores

Com o objetivo de selecionar os iniciadores mais informativos, foi feita uma
triagem, utilizando amostras de quatro acessos, aleatoriamente, com base na
relacdo de descritores minimos para aceroleira (Oliveira et al., 1998). Foram
testados varios iniciadores da Operon Technologies, e escolhidos apenas os
iniciadores que apresentarem bandas nitidas e com maior numero de

polimorfismo entre os gendtipos testados. ApOs a selecdo, cada acesso,
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individualmente, foi testado com os iniciadores para avaliar o polimorfismo de
DNA, com o propésito de selecionar aqueles que amplificassem simultaneamente

para todos os genaotipos.
3.3.5 Analise estatistica dos marcadores RAPD

Para a analise dos resultados foram utilizados os recursos computacionais
do programa Genes (Cruz, 2006).

A andlise estatistica foi feita com base na matriz de dados binarios,
formada por meio da analise dos géis de RAPD, nos quais a presenc¢a de banda
foi atribuido o valor 1, enquanto na auséncia dessa foi atribuido o valor zero. A

distancia genética foi calculada aos pares entre 0os genotipos, pelo complemento

o - . . a
aritmético do indice de Jacard, cuja expressao é: C; =1_T' em que:
atb+c

a= numero de bandas presentes nos acessos i, |.
b= numero de bandas presentes no acesso i e ausentes no acesso |.

c= numero de bandas presentes no acesso j e ausentes no acesso i.
3.3.6 Métodos de Agrupamento

Com base na tabela de dados binéarios resultantes, foi realizada a analise
da divergéncia genética dos 48 acessos de aceroleira, utilizando a matriz de
distancias, com base no complemento aritmético do indice de Jaccard, que foi
utilizada para o agrupamento dos genotipos pelos métodos de Otimizagdo de
Tocher. Esse método adota o critério de que a média das medidas de
dissimilaridade dentro de cada grupo deve ser menor que as distancias meédias
entre quaisquer grupos (Cruz, 2006). Para se obter o dendrograma, foi utilizado o
método hierarquico UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Using Arithmetic
Average).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacdo Morfoagronémica

4.1.1 Caracterizacdo Morfoagrondmica — caracteres q  ualitativos

Os dados referentes a caracteristicas qualitativas dos 38 acessos estéo
apresentados na Tabela 1. Os resultados obtidos a partir da analise de variaveis
multicategdricas dos acessos de aceroleira evidenciam a existéncia de
variabilidade genética em 70,5% dos caracteres estudados. Entre os 17
caracteres avaliados, ndo se observou variabilidade em cinco caracteristicas,
quais sejam, textura foliar (TF), presenca de pilosidade nas folhas (PF), presenca
de pilosidade nos ramos (PR), tipo de florescimento (TFL) e uniformidade de
maturacdo (UF). Em todos os acessos avaliados, a PR apresentou-se de forma
maleavel, ndo foi detectadas PR nem PF, as flores apresentaram TFL isolado e

nao houve UF entre os acessos para a maturacdo dos frutos.
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Tabela 1- Notas referentes aos 12 descritores qualitativos em 38 acessos de
aceroleiras. CC = conformacéo da copa (1-globular; 2-intermediaria; 3-Ereta); RC
= ramificacdo da copa (1-Pouco ramificada; 2-ramificada; 3-muito ramificada); FF

Acessos CC RC FF FGBC FL CLC CCFI CCFEM CPFEM TC SSF TEM

ACE 001
ACE 002
ACE 004
ACE 005
ACE 007
ACE 008
ACE 009
ACE 010
ACE 011
ACE 012
ACE 014
ACE 016
ACE 017
ACE 018
ACE 020
ACE 021
ACE 022
ACE 024
ACE 025
ACE 026
ACE 027
ACE 028
ACE 029
ACE 030
ACE 031
ACE 034
ACE 035
ACE 036
ACE 037
ACE 038
ACE 039
ACE 042
ACE 043
ACE 044
ACE 045
ACE 046
ACE 047
ACE 048 3 3 3 2 3 3 4 3 1 1 2

N
=
N

WNWRRPNNWOWWORWWWRNRPRPNOWORPNRPRPONREPNOWOWWWNRE ®OWR R WW
WWWWoWwomomwowowowowomwaowaowowaowomwaowaowaowowaowaowowaowaowowownwwowowowerkekw
WWNWWWWWWWWWNWNWRNWWNNWWRNWWWWWRNNWNWWWW
WWWWWwowowowowowowaowaowaowaowowowowawNnwwwNnWWWWNWWWWNERE®WW
NNEPFERPNMNNMNNMNNNMNNMNNNERENNNNMNNNNNMNNENNERENNNREPENNRRNNRNRNR
P WWWWRNWWRWWWWWWWNNWWWRWWWNWNREONW®WN
P WWWRRPRRWORRPRRPRRPRPRPRPORPRRPRPOWRRPRRPRPREPRRRPRRPEPREPRR®LER
ogouooaopb~ppbdboaopdpdpbdbbdppoaobdpbbooaobdooapbpoooooomobdbdpdppdpbdbooaooabdboo
WWWWoWwomwomwowowowao Wwowaowowaowao wowaowowomwowaowao wowowowowaoaoadbdhowowao
PP RPWORWOOWWWRRPRRPRORPRWORRPRPRPPORPRRPRPORPOWRRPRPRPOR,R®R
NRPPRPRPRPRNRPPNRPREPNRPNNENRRPEPNNNRPNRPNNNRPNORRR®ER
NWWWRNRNNONNWWNRNWWNWWNRPRWWRNRNWWWRNRNONRNNWWRNWNN

= forma das folhas (1-arredondada; 2-ovada; ou 3-eliptica); FGBF = forma geral dos
bordos da folha madura (1- borda reta; 2- borda levemente ondulada; 3- borda ondulada);
FL = forma geral do limbo Foliar (1- aberto; 2-intermediario; 3- fechado); CLC = coloracéo
dos I6bulos da corola das flores (1- coloracdo branca; 2- coloracdo rosea-clara; 3-
coloracdo rosea escura; 4- coloracdo violacea); CCFl = coloragdo da casca do fruto
imaturo (1- verde; 2- verde amarelada; 3- verde arroxeada; 4- roxa esverdeada; 5- roxa);
CCFM = coloracédo da casca do fruto maduro (1- amarela; 2- laranja; 3- rosa; 4- vermelha;
5- vermelha arroxeada; 6- roxa); CPFM = coloracdo da polpa do fruto maduro (1-
alvacenta; 2- verde; 3- amarela; 4-rosa; 5- vermelha; 6- roxa); TC = textura da casca (1-
lisa; 2- intermediaria; 3- enrugada); SSF = sulco da superficie do fruto (1- superficial; 2-
intermediaria; 3- profundo); TFM = tamanho do fruto maduro (1- fruto pequeno (12-16
mm); 2- fruto médio (17-23mm); 3- fruto grande (24-30mm)).



24

O descritor conformagao da copa apresentou 16 acessos com a forma
ereta, ou seja, 42,00% do total de individuos apresentam crescimento da copa
vertical para cima.

Para o descritor ramificagdo da copa, com excecdo dos individuos ACE
002 e ACE 004, que sao ramificados, e ACE 011, que é pouco ramificado, todos
0S outros acessos apresentaram a copa muito ramificada. Em termos percentuais,
cerca de 92,66% dos acessos de aceroleiras da Pesagro-Rio apresentaram esse
tipo de ramificacao.

Quanto a forma da folha, nao foi encontrado nenhum individuo com folha
arredondada, entretanto a maioria dos acessos apresentou folha do tipo eliptica
(73,68%), ou do tipo ovada (26,32%).

Com relacao a forma geral dos bordos da folha, houve uma predominéancia
de borda ondulada (33 individuos), totalizando 86,84% da populagcdo. Houve
apenas um individuo com a borda reta (ACE 004).

No que se refere a forma geral do limbo foliar, ndo foi encontrado nenhum
acesso com o tipo fechada. Mais da metade dos acessos apresentaram a forma
intermediéaria (71,05%), enquanto que 28,95% dos acessos apresentaram forma
do tipo aberta.

A coloracao dos l6bulos da corola das flores variou de coloragédo branca a
coloracdo résea escura, ndo sendo identificado entre os acessos, coloracéo
violacea para a os l6bulos da corola das flores.

N&o foi observada variagéo significativa entre a colora¢do da casca do fruto
imaturo, visto que apenas duas cores foram encontradas entre todos 0s acessos
estudados. Grande parte dos acessos (72,30%) apresentou coloracdo da casca
verde arroxeada e o restante (23,70%) apresentaram cor verde.

Para a coloracdo da casca do fruto maduro foi observada a maior
diversidade entre os acessos. A cor predominante foi a vermelha, com 57,89%
dos individuos, seguida por vermelha arroxeada, com 31,57% dos individuos, e
roxa, com 10,58% dos individuos.

A coloracdo da polpa do fruto maduro foi, na maioria dos acessos,
predominantemente amarela (78,95%). Houve sete individuos que apresentaram

a coloracdo vermelha (18,45%) e apenas um com a coloracéo rosa (2,6%).
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A textura da casca da maioria dos frutos foi, lisa (65,78%) e o restante foi
enrugada (37,22%). Nao foi observado, entre os acessos, nenhum genétipo com
a textura intermediaria.

O descritor sulco do fruto maduro apresentou as trés formas, sendo que 21
individuos tinham forma superficial (55,26%), 15 individuos tinham forma
intermediaria (39.47%) e apenas dois individuos apresentaram forma profunda
(5.26%).

Para o descritor tamanho do fruto maduro, foi possivel observar os trés
tipos de tamanho. Mais da metade dos acessos apresentaram frutos de tamanho
médio (55,26%). O ACE 002 foi o Unico que apresentou tamanho pequeno e o

restante dos acessos apresentaram frutos de tamanho do tipo grande (41,80%).
4.1.2 Caracterizacdo Morfoagrondmica — caracteres q  uantitativos
Os resultados da avaliagdo dos caracteres quantitativos aplicados aos

acessos de aceroleira estdo apresentados na Tabela 2. Foi detectada ampla

variabilidade entre os acessos.
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Tabela 2 - Médias dos 38 acessos para nove descritores quantitativos utilizados
para acerola.

Acessos H(m) DP(m) DC(cm) CF(cm) LF(cm) N°MFP N°FP D (mm) C (mm)
ACE 001 3,50 4,00 49,00 56,75 27,50 4,00 4,00 22,87 20,47
ACE 002 3,60 2,20 42,00 50,50 19,50 4,00 4,00 19,42 16,67
ACE 004 2,00 2,52 21,00 53,50 26,65 4,00 4,00 26,22 23,06
ACE 005 2,80 3,20 44,00 52,50 28,00 7,00 4,00 26,07 23,20
ACE 007 4,00 3,30 45,00 42,00 38,50 6,00 4,00 21,03 20,00
ACE 008 3,50 4,90 48,00 45,00 34,00 3,00 3,00 27,24 24,54
ACE 009 4,10 3,40 48,00 53,00 34,00 5,00 4,00 24,17 22,25
ACE 010 4,20 2,20 36,00 62,00 48,00 4,00 3,00 22,11 19,82
ACE 011 3,90 3,40 39,00 52,00 31,00 4,00 4,00 22,07 16,67
ACE 012 3,40 3,30 41,00 54,00 34,00 5,00 4,00 26,73 22,40
ACE 014 3,30 2,60 32,00 61,00 31,00 4,00 4,00 22,60 20,47
ACE 016 2,40 2,10 20,00 46,00 24,00 4,00 2,00 24,13 20,71
ACE 017 2,10 2,35 19,00 45,00 23,00 6,00 4,00 26,71 21,93
ACE 018 3,40 4,00 38,00 70,00 45,00 5,00 4,00 25,47 21,93
ACE 020 2,30 1,80 30,00 38,00 27,00 4,00 4,00 22,42 20,08
ACE 021 1,70 3,10 18,00 46,00 22,00 4,00 2,00 26,82 22,13
ACE 022 2,40 3,10 18,00 56,00 37,00 6,00 3,00 27,93 23,79
ACE 024 3,70 3,30 39,00 49,00 30,00 6,00 6,00 24,14 20,25
ACE 025 1,80 2,10 26,00 35,00 21,00 3,00 2,00 23,12 19,18
ACE 026 4,40 3,00 33,00 53,00 23,00 3,00 3,00 21,17 18,53
ACE 027 3,90 3,40 48,00 68,00 34,00 6,00 4,00 25,30 21,43
ACE 028 3,30 3,80 40,00 48,00 25,00 6,00 4,00 25,75 21,75
ACE 029 3,00 4,80 31,00 50,00 32,00 6,00 3,00 24,47 21,69
ACE 030 3,50 4,90 49,00 43,00 30,00 6,00 4,00 23,43 20,07
ACE 031 2,30 4,00 25,00 41,00 27,00 6,00 4,00 23,80 20,10
ACE 034 3,70 4,10 55,00 56,00 40,00 6,00 5,00 23,73 20,20
ACE 035 3,90 2,80 40,00 58,00 34,00 5,00 4,00 22,17 19,00
ACE 036 1,90 1,50 17,00 43,00 20,00 3,00 3,00 23,42 21,25
ACE 037 3,10 3,10 40,00 50,00 19,00 6,00 4,00 23,75 19,00
ACE 038 1,80 1,90 14,00 36,00 23,00 5,00 4,00 21,71 18,86
ACE 039 2,70 2,80 37,00 46,00 27,00 6,00 3,00 21,70 18,07
ACE 042 2,20 2,20 50,00 47,00 20,00 3,00 2,00 24,67 19,00
ACE 043 2,30 2,70 20,00 52,00 24,00 6,00 4,00 24,97 20,35
ACE 044 3,20 3,10 55,00 47,00 24,00 6,00 2,00 26,25 21,89
ACE 045 3,60 3,20 58,00 47,00 31,00 6,00 3,00 25,97 20,90
ACE 046 3,40 4,60 45,00 37,00 24,00 7,00 3,00 26,07 22,50
ACE 047 2,60 2,70 37,00 42,00 25,00 3,00 3,00 22,18 19,29
ACE 048 2,30 1,70 22,00 41,00 20,00 4,00 3,00 22,80 19,90

H(m)= altura da planta; DP (m)= diametro da planta; DC (cm) = didmetro do caule; CF (cm) = comprimento da
folha madura; LF (cm) = largura maxima da folha; N°MFP = nimero médio de flores por paniculas; N°FP =

namero médio de frutos por paniculas; D (mm) = diametro de fruto; C (mm) = comprimento de fruto.

A altura das plantas variou de 1,70 m a 4,40 m. O acesso ACE 026
apresentou a maior altura de planta (4,40 m), seguido dos acessos ACE 010 (4,20
m) e ACE 009 (4,10 m). As menores alturas encontradas ocorreram entre 0s
acessos ACE 021 (1,70 m), ACE 025 e ACE 039 ambos, com 1,80 m e ACE 035
(2,90 m).
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Para a caracteristica didmetro do caule, dois acessos apresentaram o
mesmo comprimento, destacando-se como 0s maiores: o acesso ACE 008 e o
ACE 030, ambos com 4,90 m. O segundo maior comprimento foi observado no
acesso ACE 029, apresentando 4.80 metros. Além de baixa altura (1,90 m) o
acesso ACE 36 foi o que, entre todos, apresentou o menor diametro do caule com
1,50 metros.

Trés acessos se destacaram com o mesmo diametro do caule, ACE 008,
ACE 009 e ACE 027, todos com 48,00 centimetros. Entretanto, foram os acessos
ACE 001 e ACE 030 que apresentaram os maiores diametros, com 49,00
centimetros.

O acesso ACE 018 se destacou com o maior comprimento de folha (70 cm)
e a segunda maior largura maxima foliar (45,00 cm). O acesso ACE 010 foi o
destaque para a variavel largura maxima foliar, apresentando 48,00 cm e o
terceiro maior comprimento foliar, apresentando 62,00 centimetros. O menor valor
foi encontrado no acesso ACE 037 (19,00 cm) e no acesso ACE 002 (19,50 cm).

Dois acessos apresentaram uma meédia de sete folhas por paniculas,
culminando em quatro frutos no final da frutificagdo. Esses acessos foram os ACE
005 e o0 ACE 046. A maioria dos acessos apresentou entre trés e seis folhas por
paniculas. Os acessos ACE 016, ACE 021, ACE 042 e ACE 044 foram os que
apresentaram menor numero de frutos por panicula com apenas dois frutos cada.

Véarios acessos apresentaram diametro de fruto na faixa de 26,00
milimetros (ACE 004, ACE 005, ACE 012, ACE 017, ACE 021, ACE 044 e ACE
046). Em adicédo, o maior diametro foi observado no acesso ACE 022, com o valor
de 27,92 milimetros. O menor didmetro e comprimento do fruto foram encontrados
para o acesso ACE 002, com 19,42 e 16,67 milimetros, respectivamente. Esses
resultados séo satisfatérios, tendo em vista que, de acordo com Instituto Brasileiro
de Frutas (IBRAF,1995), dentre os critérios de qualidade estabelecidos para
acerola, os frutos para serem aceitos pelas industrias de transformacéao devem ter

didmetro minimo de 15 mm. Todos os acessos estudados superam esse padrao.

4.2 Componentes Principais

Os resultados obtidos para os componentes principais, 0s autovalores e as
percentagens da variancia explicada pelos componentes obtidos a partir de nove
caracteristicas quantitativas sdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3 - Estimativas das variancias (autovetores, raiz), porcentagem
acumulada de nove descritores quantitativos, avaliados em 38
acessos de aceroleira da Pesagro-Rio.

Componente principal (CP) Raiz Raiz (%) % Acumulada
CP1 3,26 36,24 36,24
CP2 2,15 23,86 60,10
CP3 1,12 12,52 72,63
CP4 1,02 11,39 84,02
CP5 0,45 5,03 89,06
CP6 0,41 4,56 93,62
CP7 0,30 3,43 97,05
CP8 0,17 1,98 99,04
CP9 0,86 0,95 100,00

Em estudos de divergéncia genética entre um grupo de genotipos, €
desejavel que a variancia acumulada nos dois primeiros componentes principais
exceda a 80% (Cruz & Regazzi, 1994). Contudo, pelos resultados obtidos, a
variancia acumulada entre os componentes ndo demonstrou distribuicdo
concentrada nos dois primeiros componentes. Nesse estudo, constatou-se que
somente a partir dos quatro primeiros componentes foi possivel acumular uma
percentagem satisfatoria, com 84,07% da variabilidade total dos acessos. O
primeiro componente explica 36,24%, o segundo 23,86%, o terceiro 12,52% e o
quarto 11,39% da variacdo total. Os demais componentes absorveram juntos
apenas 15,97%.

Martinello et al. (2003), estudando a divergéncia genética em acessos de
quiabeiro, com base em 13 caracteres morfologicos quantitativos, encontraram
resultados similares ao observado neste trabalho. Os autores concluiram que
foram necessarios quatro componentes, para que a variancia por eles explicada
atingisse um minimo de 80%. Para os autores, esses dados séo indicativos de
uma dispersdo, de forma mais equitativa, da variancia total, nos caracteres
avaliados.

Rosa et al. (2006), realizando caracterizacdo agromorfologica em Oryza
Glumaepatula, com o auxilio das analises de componentes principais, utilizando
15 caracteres, observaram que apenas 0s dois primeiros componentes (57,8%)
nao foram suficientes para explicar a variancia total. Foi necessario utilizar a
variancia acumulada pelos quatro primeiros componentes para que alcangassem
84,9% da variagao total observada. Houve grande variabilidade e diferenciacéo
para caracteres morfolégicos e agronbmicos entre populacbes de O.
glumaepatula provenientes de diferentes bacias hidrogréaficas brasileiras.
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A analise de componentes principais permite realizar o descarte de
variaveis, eliminando assim, aquelas que oferecem pouca contribuicdo no estudo
de divergéncia. Assim, para o descarte de variaveis, adotou-se a recomendacéo
de Jolliffe (1973), pela qual o nimero de variaveis descartadas deveria ser igual
ao numero de componentes cuja variancia (autovalor) fosse inferior a 0,7. Dentre
0S nove componentes principais cinco (55,5% dos caracteres) apresentaram
variancia inferior ao autovalor estabelecido. Desse modo, as variaveis que
apresentaram maiores coeficientes, a partir do ultimo componente principal, foram
passiveis de descarte. Essas foram altura, diametro da planta, nimero médio de
folhas por paniculas, numero de frutos por paniculas e didametro do fruto.

4.3 Importancia Relativa dos caracteres

Utilizando método de Singh (1981), foi determinado, que entre as nove
caracteristicas quantitativas estudadas, trés contribuiram com 96,03% para a
divergéncia genética, enquanto seis caracteristicas contribuiram com apenas
3,97%. O carater didmetro do caule demonstrou a maior contribuicdo relativa
(54,12%) em relacdo aos caracteres quantitativos, seguidos do comprimento da
folha madura (24,00%) e largura maxima da folha (17,19%), como podem ser

vistos na Tabela 4.

Tabela 4 - Importancia relativa de nove caracteristicas quantitativas avaliadas em

38 acessos de acerola obtidas pelo método de Singh (1981).

Variavel S| Valor em %
H 849,76 0,218
DP 1127,78 0,289
DC 211013,0 54,128
CF 93595,81 24,009
LF 69841,03 17,915
N°MFP 2157,0 0,553
N° 1044,0 0,267
D) 5723,97 1,468
C 4483,90 1,150

H = altura da planta; DP = diametro da planta; DC = didmetro do caule; CF = comprimento da folha
madura; LF = largura maxima da folha; N°MFP = nidmero médio de flores por paniculas; N°FP =

namero médio de frutos por paniculas; D = diametro de fruto; C = comprimento de fruto.

Dentre os nove descritores estudados, apenas trés (33,33%) foram
selecionados como os mais importantes para estudo de diversidade genética

entre acessos de aceroleira.
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Blank et al. (2004), estudando a caracterizacdo morfoldégica e agrondmica
de acessos de manjericdo e alfavaca, perceberam que houve uma grande
diversidade entre os acessos, utilizando os descritores diametro do caule,
comprimento da folha e largura da folha, mostrando que os mesmos podem ser
sempre utilizados em estudos de caracterizagéo.

Daher et al. (1997), em estudo da divergéncia genética entre acessos de
capim-elefante, utilizaram a técnica de componentes principais e observaram que,
de um total de 22 caracteres avaliados em trés anos, apenas oito (36,4%) foram
selecionados como 0s mais importantes para determinacdo da divergéncia

genética.

4.4 Métodos de Agrupamento

4.4.1 Método de Otimizac&o de Tocher

A anadlise de agrupamento pela técnica de Tocher (Tabela 5), com base na
matriz de dissimilaridade fundamentada na distancia euclidiana média, revelou o

aparecimento de 13 grupos.

Tabela 9 - Grupos de acessos estabelecidos pelo método de Tocher, com base
na dissimilaridade genética entre nove descritores quantitativos para
38 acessos de aceloreira.

Grupos Acessos

| ACE 036 (28), ACE 048 (38), ACE 016 (12), ACE 025 (19), ACE 020
(15), ACE 047 (37), ACE 038 (30)
Il ACE 017 (13), ACE 043 (33), ACE 004 (03), ACE 031 (25), ACE 028
(22), ACE 005 (04), ACE 012 (10), ACE 037 (29), ACE 029 (23)
Il ACE 014 (11), ACE 035 (27), ACE 001 (01), ACE 009 (07), ACE 027
(21), ACE 034 (26), ACE 011 (09), ACE 007 (05), ACE 030 (24)
IV ACE 044 (34), ACE 045 (35), ACE 046 (36)
V  ACE 002 (02), ACE 023 (20)
VI ACE 039 (31)
VIl ACE 042 (32)
VIl ACE 010 (08)
IX  ACE 024 (18)
X ACE 021 (16)
XI  ACE 018 (14)
Xl ACE 008 (06)
Xl ACE 022 (17)
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O primeiro grupo foi constituido de sete individuos. Foi nesse grupo que se
enquadrou o acesso com o menor didmetro da planta, 1.50 m (ACE 036). Além
desse, apareceram também os acessos ACE 048 (38), ACE 016 (12), ACE 025
(19), ACE 047 (37), ACE 020 (15) e o ACE 038 (30). O segundo € o terceiro grupo
foram os mais numerosos, formados por nove materiais cada. No grupo |li
estavam o0s acessos 13, 33, 25, 22, 04, 10, 29 e 23. O grupo lll constou os
acessos 11, 27, 01, 07, 21, 26, 09, 05 e 24. O grupo IV constou trés acessos,
sendo esses, 0 34, 35 e 36 enquanto o grupo V apresentou dois acessos, 0 02 e
20.

Para os demais grupos (VI, VII, VI, IX, X, XI, Xl e XIll), todos
apresentaram apenas um acesso cada um, 31, 32, 08, 18, 16, 14, 06 e 17,
respectivamente. O principal destaque foi o grupo Xlll, com o acesso 17 (ACE
022), que foi o detentor do maior diametro de fruto entre todos 0S outros acessos.

A caracteristica quantitativa que mais contribuiu para a formacgédo dos
grupos pela analise de Tocher foi o didametro do caule. Isso pode ser afirmado,
uma vez que 0S acessos que possuiam tamanhos similares desse descritor

formavam grupos, e, entre 0s grupos, esses tamanhos eram distintos.

4.4.2 Método hierarquico UPGMA

Com base nos dados gerados pela matriz de dissimilaridade, obteve-se o
dendrograma com 0s agrupamentos constantes na Figura 1, por meio do método
de agrupamento UPGMA, onde, no eixo Y, estdo representadas as percentagens
das distancias entre 0s acessos e, no eixo X, estao representados os 38 acessos,
com base em nove caracteristicas quantitativas. Os méetodos de agrupamento
hierarquicos permitem o estabelecimento de grupos, de tal forma que exista
homogeneidade dentro do grupo e heterogeneidade entre grupos. Para decidir o
namero de grupos formado no dendrograma, adotou-se um ponto de corte, no
local de mais alta mudanca de nivel (90%). Esse corte resultou na formacéo de 13
grupos: grupo | (acessos 20, 09, 02, 27, 11 e 01); grupo Il (acessos 36, 35, 34, 10,
07, 22 e 04); grupo lll (acessos 25 e 23); grupo IV (acessos 31 e 29); grupo V
(acesso 26 e 18); grupo VI (acessos 24 e 05); grupo VII (acessos 08); grupo VI
(acessos 21 e 14); grupo IX (acesso 33, 13 e 03); grupo X (acesso 17); grupo Xl
(acesso 16); grupo XlI (acessos 37, 32, 30, 15, 19, 18, 38, 28 e 12) e grupo Xl

(acessos 06).
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Comparando o método de otimizacdo de Tocher com o agrupamento
hierdrquico UPGMA, detectou-se parcial concordancia nos resultados. Verificou-
se gue, tanto no método de Tocher como UPGMA, os acessos 37, 38, 30, 28, 19,
15 e 12 ficaram no mesmo grupo. Os acessos 6, 8, 16 e 17 apresentaram-se
isolados em ambos o0s agrupamentos. Sudré et al. (2006), estudando a
divergéncia genética entre acessos de pimenta, encontraram resultados similares,

pois houve concordancia parcial entre os dois métodos de agrupamento.

UPGMA
18
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0.6

Distancia Genética

0.4

0.2

6 373230 151938281217 163313 3 2114 8 261824 5 3129252336353410 7 22 4 209 2 2711 1

Figura 1 - Dendrograma estabelecido do padrédo de dissimilaridade quantificado
pelo UPGMA, de 38 acessos de aceroleira.

4.4.3 Variaveis Multicategoricas

Pelo método de otimizacdo de Tocher, baseados na distancia média
Euclidiana, detectou-se a formacéo de 10 grupos. O grupo | agregou 42,10% dos
acessos e 0s outros acessos foram distribuidos nos grupos restantes (Tabela 6).
Nesse grupo, todos 0s acessos apresentaram copa muito ramificada, forma geral

dos bordos das folhas onduladas e forma geral do limbo foliar intermediaria.
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Tabela 6 - Grupos de acessos estabelecidos pelo método de Tocher, com base
na dissimilaridade genética entre os 17 descritores qualitativos para

aceroleira.

Grupos Acessos
I ACE 012 (10), ACE 014 (11), ACE 039 (31), ACE 029 (23), ACE 037
(29), ACE 017 (13), ACE 031 (25), ACE 028 (22), ACE 043 (33), ACE
021 (16), ACE 034 (26), ACE 048 (38), ACE 035 (27), ACE 036 (28),
ACE 025 (19)
Il ACE 016 (12), ACE 024 (18), ACE 001 (01)
1 ACE 020 (15), ACE 047 (37), ACE 023 (20), ACE 030 (24), ACE 046
(36), ACE 038 (30)
\Y; ACE 005 (04), ACE 008 (06), ACE 018 (14)
Vv ACE 022 (17), ACE 045 (35), ACE 044 (34)
VI ACE 007 (05), ACE 010 (08)
Vil ACE 009 (07), ACE 027 (21)
VI ACE 011 (09)
IX  ACE 002 (02)
X ACE 004 (03)

Os grupos Il (acessos ACE 016, ACE 024, ACE 001), IV (acessos ACE
005, ACE 008, ACE 018) e V (acessos ACE 022, ACE 045, ACE 044) agregaram
trés acessos cada um.

Todos os acessos do grupo Il apresentaram forma geral do limbo Foliar do
tipo aberta, coloracéo da casca do fruto imaturo do tipo verde, coloracéo da casca
do fruto maduro do tipo roxa, coloracdo da polpa do fruto maduro do tipo
alvacenta e sulco da superficie do fruto superficial.

Para o grupo 1V, os acessos foram homogéneos em relacdo a forma geral
do limbo foliar, todos intermediarios, coloracdo dos lobulos da corola das flores
résea-clara, coloracdo da casca do fruto imaturo do tipo verde, coloracdo da
casca do fruto maduro do tipo vermelha arroxeada, textura da casca lisa e frutos
de tamanho grande.

Os acessos do grupo V apresentaram conformacéo da copa globular, copa

muito ramificada, forma geral dos bordos da folha madura ondulada, coloracao
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dos lébulos da corola das flores résea escura, coloragédo da casca do fruto imaturo
do tipo verde arroxeada e frutos de tamanho grande.

As medidas de dissimilaridade genéticas possibilitaram estimar que o0s
acessos mais diferenciados foram: ACE 002 (2) e ACE 024 (18); ACE 007(5) e
ACE 021 (16); ACE 011 (9) e ACE 022 (17), por apresentarem o maximo valor de
dissimilaridade, sendo 0,647 %, 0,529 % e 0,538 %, respectivamente.

As menores magnitudes de distancia foram entre os acessos: ACE 012
(10) e ACE 014 (11); ACE 012 (10) e ACE 021(16); ACE 017(13) e ACE 027 (21),
com dissimilaridade 0,058%, idéntica para os pares de acessos agrupados.

A formacdo dos grupos ndo seguiu apenas uma caracteristica especifica
que pudesse determinar a separacdo entre 0S acessos, porém oito descritores
foram cruciais para a determinacdo dos acessos mais distantes. O ACE 002
apresentou CC (ereta), FF (eliptica), FL (fechado), CCFM (résea clara), CPFM
(vermelha arroxeada), TC (enrugada) e SSF (profunda). Por outro lado, o acesso
ACE 024 demonstrou CC (intermediaria), FF (ovada), FL (aberta), CCFM (résea
escura), CPFM (roxa), TC (lisa) e SSF (superficial).

Obteve-se o dendrograma com 0s agrupamentos constantes na Figura 2,
por meio do método de agrupamento UPGMA, com base nos dados gerados pela
matriz de dissimilaridade entre os 38 acessos.

Para decidir o numero de grupos formado no dendrograma, adotou-se um
ponto de corte, no local de mais alta mudanca de nivel (25%). Esse corte resultou
na formacao de 10 grupos: grupo | (acessos 01, 05); grupo Il (acessos 09, 26, 15
e 08); grupo Il (acessos 32, 31, 11, 10, 20 e 02); grupo IV (acessos 36, 30, 28,
22, 29, 33, 27, 38 e 16); grupo V (acesso 37, 24 e 07); grupo VI (acessos 25, 23,
17, 29 e 13); grupo VIl (acessos 35 e 34); grupo VIl (acessos 14, 06 e 04); grupo
IX (acesso 21, 18 e 12) e o grupo X (acesso 03). Houve concordancia parcial
entre os métodos de agrupamento.
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Figura 2 - Dendrograma estabelecido do padrdo de dissimilaridade quantificado
pelo UPGMA, de 38 acessos de aceroleira.

Os métodos de otimizagdo de Tocher e UPGMA foram concordantes e
satisfatorios para a formacdo de grupos bastante homogéneos para as
caracteristicas avaliadas. De acordo com Vieira et al. (2005), o estabelecimento
de grupos com genoétipos com homogeneidade dentro e heterogeneidade entre os
grupos é o ponto de partida para uma avaliagdo mais minuciosa dos mesmos, a
fim de realizar seu aproveitamento nos programas de melhoramento.

Bento et al. (2007) estudaram descritores qualitativos e multicategoricos na
estimativa da variabilidade fenotipica entre acessos de pimentas e concluiram que
a andlise multicategodrica realizada com 28 acessos permitiu a formacéo de sete
grupos pelo método de Tocher. Segundo os autores, a analise de variaveis
multicategdricas se mostrou eficiente no agrupamento dos acessos de pimenta
estudados, indicando que seu emprego na quantificacdo da divergéncia fenotipica
e na identificacdo de grupos heteréticos, pode auxiliar no manejo do banco de
germoplasma e na selecdo de acessos para programas de melhoramento
genético.

Sudré et al. (2006), ao estudarem a divergéncia fenotipica entre 59
acessos de Capsicum, utilizando 15 descritores qualitativos, com o uso de dados
multicategoricos, obtiveram a formacé&o de oito grupos pelo método de Tocher. De

acordo como os autores, a formacdo desses agrupamentos entre acessos com
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pequena distancia genética entre si comprovaria a eficacia desse método para
agrupar 0s acessos com pequena distancia genética entre si. Os autores sugerem
que a coleta de dados multicategéricos € uma pratica mais econémica e demanda

menos tempo em relacéo a dados moleculares.

4.5 Variaveis Fisicas, Quimicas Fisico - Quimicas

Na Tabela 7 estdo apresentados os valores das médias de diametro,

comprimento e indice de formato dos frutos.

Tabela 7 - Médias de seis caracteristicas fisicas para os 25 acessos de

aceroleiras da Pesagro.

Diametro (mm) Comprimento (mm) indice de Formato (mm)

Acesso 1 2 3 1 2 3 1 2 3

ACE 001 20,19 21,50 22,87 18,63 19,25 20,47 1,08 1,12 1,12
ACE 002 17,07 16,76 19,42 14,86 15,00 16,67 1,15 1,12 1,17
ACE 008 25,29 27,14 27,24 23,25 24,93 24,54 1,09 1,09 111
ACE 009 22,75 23,33 24,17 21,42 21,47 22,25 1,06 1,09 1,09
ACE 010 20,92 20,08 22,11 18,75 18,67 19,82 1,12 1,08 1,12
ACE 011 23,17 24,44 22,07 19,75 20,08 16,67 1,17 1,22 1,32
ACE 012 23,25 26,08 26,73 21,58 22,17 22,40 1,08 1,18 1,19
ACE 014 21,08 21,43 22,60 19,08 19,71 20,47 1,10 1,09 1,10
ACE 018 23,50 24,85 25,47 20,75 20,87 21,93 1,13 1,19 1,16
ACE 020 21,75 22,07 22,42 19,67 20,50 20,08 111 1,08 1,12
ACE 022 24,33 26,92 27,93 21,83 23,67 23,79 111 1,14 1,17
ACE 024 21,12 23,03 24,14 18,81 20,50 20,25 1,12 1,12 1,19
ACE 026 18,92 19,67 21,17 16,67 17,17 18,53 1,14 1,15 1,14
ACE 027 22,29 23,04 25,30 19,25 19,50 21,43 1,16 1,18 1,18
ACE 029 21,25 21,32 24,47 20,00 19,86 21,69 1,06 1,07 1,13
ACE 030 18,77 21,57 23,43 16,86 18,89 20,07 1,11 1,14 1,17
ACE 031 21,46 22,35 23,80 17,88 18,75 20,10 1,20 1,19 1,18
ACE 036 21,33 22,64 23,42 20,17 20,43 21,25 1,06 111 1,10
ACE 037 21,58 23,50 23,75 18,75 19,83 19,00 1,15 1,18 1,24
ACE 038 20,32 20,50 21,71 17,35 17,64 18,86 1,17 1,16 1,15
ACE 042 21,25 25,50 24,67 17,50 20,70 19,00 1,21 1,23 1,30
ACE 043 24,33 24,89 24,97 20,71 20,43 20,35 1,18 1,22 1,23
ACE 044 24,00 25,88 26,25 21,17 21,67 21,89 1,13 1,19 1,20
ACE 045 20,70 23,79 25,97 17,53 19,82 20,90 1,18 1,20 1,24
ACE 046 23,35 24,82 26,07 20,40 21,68 22,50 1,14 1,14 1,16

Estadios de maturacéo : 1= de vez; 2= semimaduro; 3= maduro. Os dados representam a média
de 20 frutos de cada acesso.

As avaliacOes fisicas mostraram que durante a evolugdo do processo de
maturacdo houve aumento nos valores de diametro e comprimento. Esses
resultados estdo de acordo com a literatura (Franca e Narain, 2003; Chitarra,

1994; Nogueira, 1997). O diametro dos frutos variou de 17,07 mm a 27,93 mm e o
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comprimento oscilou entre 14,86mm e 24,55mm, sendo que os maiores valores
foram observados nos acessos ACE 008 e ACE 022.

O indice de formato, que é o reflexo da relacdo entre diametro e
comprimento do fruto, variou de 1,06 a 1,24. De acordo com Brunini et al. (2004),
frutos de acerola que apresentam valores de indice de formato oscilando entre
0,86 e 1,24 confirma a afirmacdo de que essa cultura € uma drupa subglobulosa.

As medicdes da coloracdo da casca dos frutos (Tabela 8) foram realizadas
para os frutos em trés estadios de maturacédo, utilizando um colorimetro (Chroma
Meter, modelo CR-300, Minolta). Para tanto, foram realizadas trés leituras, em
regides equidistantes, que compuseram um valor médio para 0Ss seguintes
parametros de cor: i) luminosidade: parametro de Hunter (L); ii) cromaticidade:
parametro de Hunter (a), que indica a mudanca de cor verde para o vermelho e
parametro de Hunter (b) que indica a evolucéo da cor azul para o amarelo; angulo

hue (h), que indica a coloragéo da amostra.



Tabela 8 - Valores dos componentes colorimétricos L*, a* e b* h° de frutos de 25 acessos da Pesagro-RIO, em trés estadios de

maturacao.
L* a* b* ho

Acessos 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3

ACE 001 57.58 48.87 33.63 13.80 47.14 36.67 35.82 33.80 13.78 69.10 35.50 20.50
ACE 002 53.33 32.38 38.34 20.71 39.84 46.56 34.70 34.24 16.01 60.65 23.10 18.90
ACE 008 48.50 39.30 30.30 16.40 39.33 35.50 31.50 23.13 13.50 62.68 31.90 20.20
ACE 009 64.50 57.40 44.30 16.29 34.35 50.38 45.46 40.16 19.00 70.20 49.90 20.04
ACE 010 60.49 48.37 42.74 20.34 35.57 48.84 44.62 33.91 24.82 65.45 44.00 26.85
ACE 011 61.03 42.04 43.16 9.96 41.49 47.79 44.10 24.93 17.12 77.15 31.00 19.60
ACE 012 53.45 39.64 38.89 14.27 38.60 40.46 28.55 22.44 14.51 63.50 30.20 16.30
ACE 014 63.42 57.02 37.31 9.15 23.44 40.54 41.86 38.13 19.38 77.75 58.60 25.35
ACE 018 53.80 38.65 30.48 26.76 45.17 26.52 33.72 20.57 24.04 51.60 24.45 14.97
ACE 020 79.98 50.02 44.76 (0.34) 36.36 47.47 52.83 29.31 18.35 90.44 39.00 21.00
ACE 022 39.93 37.15 29.44 14.71 35.72 30.89 19.56 24.26 9.94 53.10 33.65 17.70
ACE 024 45.82 42.04 33.85 16.00 38.39 39.86 24,52 26.02 16.40 56.85 34.10 21.54
ACE 026 65.24 47.06 37.07 9.46 45,52 42.94 41.70 32.65 20.58 77.30 33.50 25.50
ACE 027 55.36 51.72 36.14 19.59 37.79 43.40 31.93 32.60 19.24 58.45 40.78 23.75
ACE 029 44.10 32.33 23.36 18.88 39.14 25.13 24.09 13.07 5.46 51.30 20.80 12.20
ACE 030 52.04 40.38 31.47 23.20 40.08 34.96 32.13 22.46 10.37 54.25 28.95 16.45
ACE 031 67.69 61.17 38.94 (2.05) 19.65 42.60 50.66 47.63 22.84 92.10 67.85 28.15
ACE 036 77.80 57.22 41.40 9.30 51.70 44.00 48.60 31.40 13.88 79.20 31.50 17.44
ACE 037 77.00 47.30 37.60 (6.25) 50.26 39.20 39.50 23.76 12.23 85.30 26.30 16.70
ACE 038 78.63 54.29 37.70 (5.30) 50.80 39.31 38.70 29.52 10.25 93.30 30.50 14.50
ACE 042 78.50 45.50 41.22 (6.60) 39.50 43.50 42.50 23.35 15.25 89.10 31.20 19.60
ACE 043 53.97 52.61 39.37 17.13 33.63 43.71 29.41 33.66 27.73 71.50 44.75 27.00
ACE 044 70.99 49.82 33.38 8.28 33.67 37.28 34.43 32.82 12.49 76.40 43.80 18.40
ACE 045 51.22 48.46 33.57 22.22 40.14 39.49 32.20 34.87 15.96 56.30 40.85 21.90
ACE 046 51.30 44.40 31.67 18.30 38.00 32.51 31.50 30.50 8.90 60.70 36.50 15.30

Estadios de maturacéo: 1= de vez; 2= semimaduro; 3= maduro. Os dados representam a média de 20 frutos de cada acesso

8¢
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Para todos os acessos, a luminosidade (L*) dos frutos diminuiu do estagio
‘de vez’ para o estadio semimaduro e permaneceu descrescente até a maturacao
completa dos frutos. Esses resultados estédo de acordo com observacdes prévias
que indicam que o valor de L* decai com o aparecimento da cor vermelha, a
medida que os frutos amadurecem, representando a perda de brilho dos frutos
devido & sintese de carotendides e diminuicdo da coloragdo verde (Lopez
Camelo; Gomez, 2004). Os valores de L* foram maiores entre os acessos ACE
020, ACE 038 e ACE 042 e menores entre os acessos ACE 030, ACE 022 e ACE
029, respectivamente.

Os valores do componente cromatico a* (+a*: grau da cor vermelha do
fruto; -a*: grau da cor verde), em 52% dos acessos, aumentaram a medida que 0s
frutos passaram do estadio ‘de vez’ (alguns com valores negativos) para o
semimaduro e maduro (valores positivos) como conseqiéncia da sintese de
antocianina e degradacao da clorofila (Conceigéao, 1997). Por outro lado, 48% dos

acessos apresentaram aumento do estadio ‘de vez ‘ para o semimaduro e
decréscimo para o maduro.

Os valores do componente cromatico b* (+b*: grau da cor amarela; -b*:
grau da cor azul) revelaram tendéncia de decréscimo até o estadio semimaduro e
maduro, correspondendo a uma acentuada sintese de antocianina (cor vermelha)
e outros compostos como, por exemplo, B-caroteno (cor laranja), que mascaram
0s pigmentos de coloragdao amarela (Lima et al.,, 2003; Lima et al.,, 2005).
Carvalho et al. (2005) estimaram os teores de licopeno em frutos de gendtipos de
tomateiro via analise colorimétrica e concluiram que o decréscimo acentuado do
componente b*, provocando a mudanca para a coloracdo vermelha em tomateiro,
é decorrente da sintese de licopeno, que mascaram a coloracdo amarela.

Para os dados referentes ao H* foi observado que houve um decréscimo
do estddio inicial ao final de maturacdo. Lima et al. (2007), estudando a
correlacdo entre o teor de antocianinas e caracterizagcdo cromatica de polpas de
diferentes gendtipos de aceroleira, afirmaram que quanto menor for o angulo*,
mais proximo ao eixo a*, mais vermelha sera a polpa e a casca do fruto. Segundo
0s autores, isto se da devido ao aumento do teor de pigmentos antocianicos.

O acesso ACE 029, no estadio maduro, apresentou valor de luminosidade
L* (23,36), valores do parametro a* (25,13), valor do parametro b* (5,42) e de H*

(12,20), caracterizando cor escura, vermelha arroxeada e intensa. Apesar de 60%
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0S acessos apresentarem cor escura no ultimo estagio de maturacdo, 0s acessos
ACE 038, ACE 018 e ACE 046 foram considerados 0s mais escuros por terem
apresentado os menores valores de H* sendo 14,50, 14,97 e 15,30,
respectivamente.

A Tabela 9 pode se observar a variacdo de quatro caracteristicas quimicas
(pH, ATT, SS e teor de acido ascérbico) obtidas nos frutos de acerola em trés

estadios de maturacéo.

Tabela 9 - Médias de quatro caracteristicas quimicas para os 25 acessos de
aceroleiras da Pesagro.

pH ATT SST Vit C

Acessos 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3

ACEO001| 352 340 334|080 0,72 048 | 7,20 8,10 9,90 |3177,54 2723,82 2158,52
ACE002| 3,87 389 391|035 035 0,19 | 800 9,50 9,50 |1868,44 1533,72 1444,46
ACEO008| 3,09 3,15 3,27| 102 117 009|720 7,80 7,80 |2307,28 2277,53 1161,82
ACEO009| 348 350 340|069 069 0,60 | 800 8,00 8,10 |2232,90 2024,64 1935,38
ACEO010| 3,28 3,34 331|065 058 0,36 |650 7,00 8,90 |1481,66 1384,96 1132,06
ACEO11| 3,74 3,78 364|051 0,48 0,28 | 8,20 8,80 10,60|2069,27 1727,11 1273,39
ACEO012| 348 349 339|0,71 065 0,36 | 7,00 8,50 9,40 |2277,53 1608,10 1667,61
ACEO014| 351 350 344|079 0,79 0,71 | 7,00 7,00 7,00 |2798,20 2500,67 2218,03
ACEO018| 3,35 3,37 340|092 088 0,32 |69 6,90 8,50 |3177,54 2389,10 1429,59
ACE020| 3,48 352 356|065 049 0,27 | 7,20 7,30 8,10 |2113,89 1920,50 1890,75
ACE022| 3,33 3,32 332|094 093 044 | 7,10 8,20 8,80 |2708,94 2619,68 1667,61
ACE024| 3,37 3,35 338|0,73 064 059|710 8,00 8,00 |2203,15 1503,97 1459,34
ACEO026| 3,37 3,29 338|115 089 0,77 | 6,90 6,90 8,00 |2463,48 1801,49 1727,11
ACE 027 | 3,27 3,38 334|098 0,71 0,73 | 8,10 8,60 9,60 |2396,54 2024,64 1280,83
ACEO029| 3,25 3,25 325|094 09 0,9 | 700 7,40 9,10 |[2351,91 2039,51 1280,83
ACE030| 356 3,30 354|060 066 063|700 7,20 8,20 [1920,50 1593,23 1429,59
ACEO031| 3,10 3,08 263|1,24 1,18 1,09 | 6,00 6,90 8,75 |2991,59 2738,69 2575,06
ACE036| 3,48 341 357|061 059 055 |79 8,10 9,50 |1905,63 1637,86 1637,86
ACEO037| 3,33 3,29 336| 0,75 069 0,65 |8,00 8,00 8,20 |2560,18 1875,87 1459,34
ACEO038| 3,34 3,31 327|075 0,75 0,82 | 850 10,20 10,20|2946,96 2247,78 2024,64
ACEO042| 355 351 351|052 035 035|780 9,20 11,00|2396,54 2374,23 1980,01
ACE043| 3,35 3,38 344|083 085 0,63 | 750 8,95 10,10|2649,44 2128,77 2024,64
ACEO044| 3,21 3,29 328|104 1088 0,77 | 700 7,20 7,80 |3601,51 2322,16 1771,74
ACE045| 3,13 3,10 3,10| 094 102 102|750 760 8,10 |2619,68 193538 1161,82
ACE046| 3,25 3,25 3,25|1,02 097 0,97 | 7,10 750 7,30 |3467,63 2619,68 2470,92

Estadios de maturacdo: 1= de vez; 2= semimaduro; 3= maduro. Os dados representam a média

de 20 frutos de cada acesso

O pH dos frutos variou de 3,09 a 3,91, valores esses semelhantes aos
encontrados por Franca e Nairan, (2003); Batista et al. (2000); Musser et al.
(2004). Houve aumento de pH entre os acessos do estadio de ‘vez’ paro o estadio
semimaduro. Esse resultado é perfeitamente compreensivel, pois esse aumento
de pH representa a diminuicdo da acidez dos frutos ao longo da maturagdo do
fruto. Porém, a medida que o fruto passou para o estadio maduro, houve pequena
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diminuicdo no valor do pH em alguns acessos (ACE 001, ACE 009, ACE 010,
ACE 011, ACE 012, ACE 014, ACE 027 e ACE 038).

A acidez titulavel dos frutos diminuiu ao longo dos estadios de maturacéao,
como ja era esperado. Os valores de ATT oscilaram entre 0,19 e 1,18. Musser et
al. (2004) encontraram acidez dos frutos de acerola expressa em acido malico, na
safra de inverno/1999 detectando uma variacdo de 1,31 a 2,04g de &cido
malico/100g de polpa. Apesar de a acerola ser considerada uma fruta acida, por
ser rica em acidos organicos, apresentando porcentagens de acidez que oscilam
entre 0,65 a 1,68 (Matsuura et al., 2003), foram observados, nessa populagéo
(acessos ACE 002, ACE 010, ACE 011 e ACE 012), frutos com acidez comparada
ao maracuja que varia de 0,49 a 0,39% de acidez.

Chaves et al. (2004), em estudo de caracterizacao fisico-quimica do suco
da acerola afirma que o °Brix é utilizado na agroindlstria para intensificar o
controle da qualidade do produto final, controle de processos, ingredientes e
outros, tais como: doces, sucos, néctar, polpas, leite condensado, alcool, acucar,
licores e bebidas em geral, sorvetes, entre outros. De acordo com os autores, 0S
sélidos soluveis totais (°Brix) sdo usados como indice de maturidade para alguns
frutos, e indicam a quantidade de substéncias que se encontram dissolvidos no
suco, sendo constituido na sua maioria por agucares.

Para este trabalho, os teores de sélidos soluveis totais aumentaram ao logo
do periodo de maturacéo dos frutos, variando de 6,00 a 11,00 ° Brix. Os frutos dos
acessos ACE 042, ACE 011 e ACE 038 tiveram as maiores porcentagens de SST,
com 11,00, 10,60, 10,20, respectivamente, no estadio maduro. As menores
percentagens forma encontradas nos acessos ACE 031 e ACE 018, com 6,00 e
6,50 de Brix, respectivamente, no estadio ‘de vez' . Esses resultados estdo de
acordo com o0s observados por Alves, (1996). Segundo o autor, na acerola,
podem ser encontrados valores de 5,00, até um maximo de 12,00 °Brix, sendo a
meédia em torno de 7,00 a 8,00 °Brix. Gomes et al. (2000) encontraram valores
meédios situados entre 5,25 e 8,58 °Brix. Oliveira et al. (2007) encontraram valores
entre 6,70 e 9,40 °Brix.

Os teores de vitamina C variaram de 3467 mg (estagio ‘de vez’) a 1161
mg/100g de polpa (estagio maduro), com os acessos ACE 046 e ACE 008,
respectivamente. Quatro acessos apresentaram valores superiores a 3000

mg/100g de polpa no estadio ‘de vez’, foram eles os acessos: ACE 001, ACE 014,
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ACE 046 e ACE 048, com, 3177,54, 3177,54, 3601,51 e 3467,63 mg/100g de
polpa, respectivamente. Os menores valores de teor de vitamina C foram
observados para os acessos ACE 008, ACE 045, ACE 010 e ACE 011, com
1161,82, 1168,82, 1132,06 e 1273,39 mg/100g de polpa, respectivamente, no
estadio maduro.

O teor de vitamina C foi reduziu-se do estagio inicial para o maduro com
perda de até 45%, devido a oxidacdo bioquimica. Vendramini e Trugo (2000),
estudando a composicdo quimica de acerola, em trés estagios de maturacao,
observaram perda de 50% do teor de vitamina C ao longo do estadio de
maturacdo. Para os autores, esse decréssimo ocorre porque ao longo da
maturacdo do fruto ha o surgimento do composto quimico 3-hidroxi-2 pirone, que
resulta na quebra oxidativa do acido ascorbico. Adicionalmente, Butt (1980),
citado por Nogueira et al., (2002) atribui este decréscimo no contetdo de vitamina
C a atuacao da enzima acido ascérbico oxidase (ascorbato oxidase), que devido a
sua atividade ser maior em frutos verdes, explicaria as perdas em decorréncia da
maturacdo (Asenjo et al., 1960 citado por Nogueira et al., 2002).

Frutos no estadio ‘de vez' apresentaram maiores valores de teor de
vitamina C, independente do acesso, ocorrendo uma reducdo gradativa até a
maturacao final do fruto. Esses resultados indicam que ha uma clara correlacao
entre o teor de vitamina C e o estagio de maturacao concordando com a literatura
(Santos et al., 1999; Carvalho, 1992; Sanches et al., 1996; Batista et al., 2000;
Silva et al., 2007).

Nogueira et al. (2002) estudaram o efeito do estadio de maturacdo dos
frutos nas caracteristicas fisico-quimicas de acerola e verificaram que dois dos
acessos estudados produziram frutos com teores de vitamina C adequados, tanto
para o mercado interno como para o externo. Os frutos verdes apresentaram
teores de vitamina C significativamente maiores que os maduros e semimaduros,
podendo ser utilizados pela industria farmacéutica.

Batista et al. (2000), em estudo dos parametros fisicos e quimicos da
acerola (malpighia punicifolia, I.), em diferentes fases de maturacéo, observaram
gue o teor de vitamina C presente no material classificado como verde superou
em mais de trés vezes o teor determinado nas amostras maduras. O teor de
vitamina C presente no material meio-maduro revelou-se mais de 1,8 vezes

superior ao teor do material maduro e cerca de 1,7 vezes inferior ao teor
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determinado no material verde, demonstrando clara correlagdo do teor de

vitamina C com o estadio de maturacgéo dos frutos de acerola.

4.6. Componentes Principais

As estimativas das variancias e 0s autovetores de cada componente,
obtidos a partir da analise dos componentes principais em 25 acessos de

aceroleira, constam nas Tabela 10.

Tabela 10 - Estimativas das variancias e os autovetores de cada componente,
obtidos a partir da andlise dos componentes principais em 25
acessos de aceroleira da Pesagro-Rio.

Componente principal Raiz Raiz (%) % Acumulada
CP1 9,78 32,62 32,62
CP2 6,75 22,52 55,15
CP3 3,47 11,58 66,74
CP4 2,94 9,81 76,55
CP5 1,66 5,54 82,10
CP6 1,39 4,64 86,74
CP7 0,92 3,07 89,82
CP8 0,77 2,59 92,42
CP9 0,48 1,60 94,02
CP10 0,36 1,20 95,22
CP11 0,28 0,93 96,16
CP12 0,24 0,80 96,97
CP13 0,20 0,69 97,66
CP14 0,18 0,622 98,28
CP15 0,15 0,51 98,80
CP16 0,12 0,41 99,22
CP17 0,08 0,27 99,50
CP18 0,074 0,24 99,74
CP19 0,028 0,096 99,84
CP20 0,018 0,060 99,90
CP21 0,012 0,041 99,94
CP22 0,009 0,030 99,97
CP23 0,003 0,012 99,99
CP24 0,0024 0,0080 99,99
CP25 0,000015 0,00005 99,99
CP26 0,0000045 0,000015 99,99
CP27 0,0000006 0,0000021 99,99
CP28 0,00 0,0000001 99,99
CP29 0,0000013 0,0000042 99,99
CP30 0,0000055 0,0000184 100,0

Em estudos de divergéncia genética entre um grupo de genotipos €

desejavel que a variancia acumulada nos dois primeiros componentes principais
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exceda a 80% (Cruz & Carneiro, 2003). Contudo, pelos resultados obtidos, a
variancia acumulada entre 0s componentes ndo demonstrou distribuicdo
concentrada nos dois primeiros componentes, 0s quais foram responsaveis pela
explicacédo de apenas 55,16 da variacao.

Constata-se que, somente a partir dos quatro primeiros componentes, foi
possivel explicar 76,64% da variabilidade total entre os acessos. Verifica-se,
ainda, que devido a variancia se encontrar diluida nos quatro primeiros
componentes, nenhum deles, individualmente, foi capaz de resumir um volume de
informacao satisfatorio.

Esses resultados estéo dentro dos relatados na literatura, como os obtidos
por Choer e Silva (2000) que, através da analise de fatores, constataram que
foram necessarias as informacfdes dos quatro fatores para explicar 76,60% da
variancia entre acessos de abdbora, pois 0s dois primeiros concentraram apenas
53% da variacéo. Resultado semelhante foi relatado por Martinello et al. (2003) e
Modesta et al. (2005), que obtiveram apenas 57% e 58,5% de variacdo nos dois
primeiros componentes, em quiabeiro e maracuja, respectivamente.

A analise dos componentes principais permitiu reduzir os 10 descritores,
em trés estadios de maturacdo, para apenas dois, sendo que o primeiro (Teor de
acido ascorbico) foi discrepante nos trés estagios e o segundo apenas em um
estadio. Os CP1, CP2 e CP3 explicaram 32,63, 22,52 e 11,59% da variancia total
dos acessos, respectivamente. O restante dos componentes foi responsavel por
apenas 13,3% da variancia total dos acessos.

Devido as quatro primeiras caracteristicas explicarem o maximo de
variacdo, foi necessario obter um grafico tridimensional (Figura 5), onde os 25
acessos foram separados em quatro grupos distintos. O grupo | agregou os
acessos 1, 3, 9, 15, 23, 24 e 25; o segundo grupo foi formado pelos acessos 4, 5,
7,8,11,12, 13, 14, 16, 19 e 22; o grupo lll agregou os acessos 2, 6, 10, 18, 20 e

21; o quarto grupo ficou isolado composto apenas pelo acesso 17.
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Figura 3 - Grafico tridimensional relativo aos quatro primeiros autovalores que
expressaram o maximo de variacao total.

1 =ACE 001; 2 = ACE 002; 3 = ACE 008; 4 = ACE 009; 5 = ACE 010; 6 = ACE
011; 7 = ACE 012; 8= ACE 014; 9 = ACE 018; 10 = ACE 020; 11 = ACE 022; 12 =
ACE 024; 13 = ACE 026; 14 = ACE 027; 15 = ACE 029; 16 = ACE 030; 17 = ACE
031; 18 = ACE 036; 19 = ACE 037; 20 = ACE 038; 21 = ACE 042; 22 = ACE 043;
23 = ACE 044; 24 = ACE 045; 25 = ACE 046.

A maior distancia genética foi observada entre os acessos 2 (ACE 002) e
17 (ACE 031), apresentando 2,84 de dissimilaridade. Por outro lado, os acessos
menos distantes geneticamente foram observados para os acessos 12 (ACE 024)
e 16 (ACE 030), com 0,65 de dissimilaridade.

O grupo | agregou 0s acessos com 0s maiores teores de vitamina C, dentre
eles, os acessos: ACE 001, ACE 018, ACE 044 e ACE 046, que superaram todos
0S outros acessos da populacdo, com valores superiores a 3000 mg por 100 g de
polpa no estadio de maturacdo do tipo ‘de vez'. Nesse grupo ainda foram
encaixados acessos que apresentaram valor alto de sdlidos soluveis, como pode
ser visto nos acessos ACE 001, com 9,90 °brix, e ACE 029, com 9,10 °Brix, no

estadio maduro.
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O segundo grupo apresentou o maior numero de acessos (44%) entre os
25 estudados. Porém, o grupo IV foi representado por apenas um individuo, o
acesso ACE 031 (17).

Utilizando o método hierarquico UPGMA (Figura 06). Verificou-se que
houve uma concordancia entre 0 nimero de grupos formados e 0s acessos assim
agrupados nos mesmos. Utilizando um corte de 1,3% como ponto de delimitac&o
foi possivel observar que os individuos ACE 002 e ACE 031 ficaram isolados dos
demais. Houve a formacdo de um grupo com seis individuos, sendo eles os
acessos: ACE 029, ACE 018, ACE 046, ACE 044, ACE 022 e o ACE 008. O
restante dos acessos foram agregados no ultimo grupo.

UPGMA
207
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Figura 4 - Dendrograma representativo da divergéncia genética entre os 25
acessos de aceroleira, obtido pelo método UPGMA, utilizando a
distancia euclidiana média como medida de dissimilaridade.

4.6.1 Importancia relativa dos caracteres para dive  rsidade genética

Foi avaliada a importancia relativa dos caracteres pelo método de Singh
(1981), utilizando 10 caracteristicas fisico-quimicas em trés estadios de
maturacdo (Tabela 11). Determinou-se que apenas a Vitamina C, para os trés
estadios, contribuiram com 98,84, enquanto nove caracteristicas contribuiram

com menos de 1%, portanto de pouca importancia para o estudo de diversidade
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genética. A maior contribuicdo dessa caracteristica foi verificada no estadio semi
maduro (44,59%), seguidas pelo estadio maduro (27,57%) e estadio supra
maduro (27,68%).

Tabela 11 - Contribuicdo relativa de 10 caracteres fisico-quimicos em trés
estadios de maturacdo para divergéncia em aceroleira, pelo
meétodo de Singh (1981).

Variavel S.j Valor em %
D1 2219,55 0,0006
D2 3638,21 0,0010
D3 2499,31 0,0007
C1 2205,00 0,0006
C2 2402,26 0,0007
C3 2151,12 0,0006
L1 83208,95 0,0231
L2 36316,77 0,0101
L3 16621,44 0,0046
Al 55019,04 0,0153
A2 32794,92 0,0091
A3 25558,35 0,0071
B1 43628,63 0,0121
B2 31983,49 0,0089
B3 17336,44 0,0048
H1 108648,76 0,0301
H2 70206,30 0,0195
H3 10853,72 0,0030
pH1 20,61 -
pH2 19,58 -
pH3 29,66 -
ATT1 25,38 -
ATT2 29,46 -
ATT3 40,34 -
SS1 208,49 0,0001
SS2 472,49 0,0001
SS3 651,61 0,0002
Vit 1 160774720,22 44,59
Vit 2 99412246,92 27,58
Vit 3 99795665,05 27,68

1 = estadio ‘de vez’; 2 = estadio semimaduro; 3 = estadio maduro.

D= didmetro do fruto; C= comprimento do fruto; L, A, B H= pardmetros de Hunter; pH= potencial
hidrogenidnico dos frutos; ATT= acidez total titulavel; SST= sdlidos sollveis totais; Vit c= teor de
Vitamina C

4.7 Ensaio de RAPD

Utilizaram-se inicialmente amostras de DNA de quatro acessos divergentes
com base em algumas caracteristicas morfoagronémicas (altura da planta,
diametro do tronco da planta, cor da casca do fruto imaturo e cor da casca do
fruto maduro). Dos 72 iniciadores testados, 25 forneceram produtos nitidos para

amplificacdo, aléem da boa repetibilidade. Esses foram utilizados em toda a
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populacdo, gerando um total de 92 marcas polimorficas e 16 monomorficas
(Tabela 12), onde foram amplificados com uma média de 4,3 bandas polimorficas
por iniciador. O niumero de marcas polimorficas variou de um a oito por iniciador,
totalizando 85,18% de polimorfismo. Os fragmentos polimorficos utilizados no
estudo podem ser considerados suficientes para avaliacdo da diversidade
genética na espécie.

Tabela 12 - Relacao dos 25 iniciadores utilizados da série OPERON Technologies
com as respectivas sequéncias de bases e numero de marcas
polimorficas e monomorficas.

Iniciador Sequiéncia de N°de marcas N°de marcas N°total de marcas
iniciadores polimérficas monomorficas por iniciador

1-OPA 13 5- CAGCACCCAC-3 4 0

2-OPAB 01 5- CCGTCGGTAG-3 3 0

3-OPAB 09 5- GGGCGACTAC-3 3 1

4-OPAB 11 5- GTGCGCAATG-3 8 2 10
5-OPAB 13 5- CCTACCGTGG-3 4 0 4
6-OPAE 03 5’- CATAGAGCGG-3’ 3 2 5
7-OPAE 14 5- GAGAGGCTCC-3 3 0 3
8-OPAE 16 5- TCCGTGCTGA-3’ 3 0 3
9-OPAE 17 5- GGCAGGTTCA-3 4 2 6
10-OPAF 13  5- CCGAGGTGAC-3’ 4 0 4
11-OPAF 20 5- CTCCGCACAG -3’ 3 1 4
12-OPAR 03 5- GTGAGGCGCA-3’ 3 0 3
13-OPAX 09 5- GGAAGTCCTG-3’ 6 0 6
14-OPAX 10 5- CCAGGCTGAC-3’ 2 0 2
15-OPAX 11  5-TGATTGCGGG-3’ 3 1 4
16-OPAX 14  5- CACGGGCTTG-3’ 6 0 6
17-OPAX 15 5°- CAGCAATCCC-3’ 1 3 4
18-OPAX 16 5-GTCTGTGCGG-3’ 6 0 6
19-0OPI 02 5- GGAGGAGAGG-3 3 1 4
20-OPI 03 5- CAGAAGCCCA-3’ 1 1 2
21-OPI 05 5- TGTTCCAGGG-3’ 4 0 4
22-OPI 06 5- AAGGCGGCAG-3 3 1 4
23-0OPI 07 5’- CAGCGACAAG-3’ 3 0 3
21-0OPI 10 5’- ACAACGCGAG-3’ 2 1 0
25-0OPI 11 5- ACATGCCGTG-3 4 0 4
TOTAL 92 16 108
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Salla et al. (2002), ao avaliarem o uso de marcadores moleculares na
andlise da variabilidade genética em aceroleiras, encontraram resultados
semelhantes de polimorfismo. Os autores obtiveram cerca de 90,8% de
polimorfismo com quatro bandas polimorficas por iniciador, e afirmaram que,
apesar de a cultura apresentar base genética estreita, o polimorfismo gerado
pelos marcadores é suficiente para caracterizar cole¢cbes de aceroleiras
encontradas no Brasil.

Emygdio et al. (2003), estudando de divergéncia genética em cultivares de
feijoeiro comum, constataram a presenca de 85,6% de polimorfismo.

Estudando a diversidade genética em genétipos de bananeira, Souza
(2006) verificou que 0 numero de marcas totais variou entre um e quatro marcas
por iniciador, com 79,79% das marcas apresentando polimorfismo.

Guimardes et al. (2007), em estudo de caracterizacdo morfolégica e
molecular de 22 acessos de feijao—fava, obtiveram 76 bandas, sendo 60
polimorficas e 16 monomorficas, correspondendo, assim, a 78,94% de
polimorfismo.

Em estudo de caracterizacdo e identificacdo de cultivares de pereiras,
Sawazaki et al. (2002) utilizaram 26 iniciadores em 36 acessos de pereira
encontrando 70,2% de polimorfismo.

Martinello et al. (2003), trabalhando com acessos de quiabeiro, utilizaram
31 iniciadores em 43 genotipos, que proporcionaram um elevado polimorfismo
entre 0s gendtipos avaliados, amplificando um total de 103 fragmentos
polimorficos, na proporcdo de 3,3 marcas por iniciador.

A natureza do polimorfismo de RAPD depende dos tipos de iniciadores
utilizados e seus produtos de amplificacdo. Quanto maior for o produto da
amplificagdo, maiores serdo as chances de se detectar polimorfismo e,
consequentemente, a obtencdo dos resultados mais confiaveis (Araujo et al.,
2003). Na literatura, os trabalhos relacionados a caracterizagcdo de aceroleiras,
utilizando marcadores genéticos, sdo escassos. Dessa forma, € importante citar
gue dentre os iniciadores utilizados, alguns apresentaram potencial para uso em
estudos de diversidade para a cultura da aceroleira, utilizando o marcador do tipo
RAPD, pois apresentaram entre seis e oito marcas polimorficas (Tabela 2). Dentre
estes podem ser citados os iniciadores OPAB-11, OPAX-09, OPAX-14 e OPAX-
16.
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Viana et al. (2003), estudando a analise de marcadores RAPD no
maracujazeiro, mostraram que entre o0s 100 iniciadores testados, 14
apresentaram maior potencial para utilizacdo, sendo eles: OPAC-15, OPAC-20,
OPAD-01, OPAD-11, OPAD-14, OPAD-16, OPAD-19, OPAE-01, OPAE-08,
OPAE-09, OPAE-10, OPAE-14, OPAE-18 e OPAE-19, os quais apresentaram

pelo menos cinco ou mais bandas polimorficas.

4.7.1 Diversidade Genética

Verificou-se a ocorréncia de diversidade entre os 48 acessos estudados através
da técnica de marcadores do tipo RAPD, indicando que esta técnica mostrou-se
eficaz para identificacdo de diversidade na populacdo de aceroleiras. O produto
de amplificacdo foi utilizado para o calculo de similaridade genética entre os
acessos. Na Figura 5 é ilustrado o padrédo eletroforético obtido com o iniciador
OPAB-11.

Figura 5 - Bandas polimoérficas de RAPD dos 48 acessos da populacdo de
aceroleiras da Pesagro-RIO

O complemento do coeficiente de Jaccard forneceu a estimativa da
dissimilaridade genética entre os acessos avaliados. As dissimilaridades entre os
acessos variou de 0,180 a 0,588, apresentando distancia genética média de

0,361. As dissimilaridades minimas foram registradas entre os acessos ACE 041
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e ACE 043. Por outro lado, entre os acessos ACE 023 e ACE 033 e entre ACE
001 e ACE 017, registrou-se as maiores dissimilaridades, apresentando uma
distancia genética de 0,588 e 0,406, respectivamente.

Neste trabalho, ndo havia conhecimento prévio da variabilidade genética
dos progenitores desta populacdo, contudo, o nivel de diversidade obtido neste
estudo sugere que a mesma possui alta variabilidade genética. E provavel que o
alto grau de polimorfismo encontrado nos 48 gendtipos esteja relacionado ao fato
de esta espécie apresentar caracteristicas predominantes de planta de
fecundacao cruzada. Lopes et al. (2002), estudando o polimorfismo isoenzimatico
de aceroleira, sugerem que o alto grau de polimorfismo observado nessa cultura
seja um indicativo de consideravel taxa de cruzamento, confirmando a
predominéancia de alogamia da aceroleira. Adicionalmente, Salla et al. (2002)
avaliando a variabilidade genética entre 24 acessos de aceroleiras, por meio de
marcadores RAPD, relataram que a variabilidade genética obtida pelos
marcadores pode estar relacionada a intensa utilizacdo de sementes na producao
de mudas.

Estudos de diversidade sugerem que ha uma tendéncia em germoplasma
de plantas arbéreas e arbustivas, alégamas ou autdgamas, com alta taxa de
alogamia, apresentarem alto polimorfismo (Oliveira et al., 2007), especialmente
naquelas pouco melhoradas. Dessa forma, ha a possibilidade de se obter ganhos
genéticos significativos com o emprego de alguns desses acessos em futuros
programas de melhoramento.

Com base nos resultados aqui apresentados, este estudo proporcionou,
além da caracterizacdo molecular dos acessos, possibilidade de futura
recomendacdo de gendtipos a serem utilizados pelos produtores de aceroleira,
com base na divergéncia genética associada a estudos de caracteristicas
morfolégicas como, por exemplo, teor de acido ascérbico.

4.7.2 Andlise de agrupamento pelos métodos de Toche re de UPGMA

O método de otimizacdo de Tocher separou os 48 acessos em 13 grupos
distintos com 35 individuos (72,92%) no primeiro grupo (Tabela 13). Dessa forma,
o grupo | foi constituido por: ACE 041, ACE 043, ACE 005, ACE 040, ACE 003,
ACE 044, ACE 037, ACE 045, ACE 006, ACE 010, ACE 002, ACE 032, ACE 015,
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ACE 012, ACE 036, ACE 038, ACE 035, ACE 013, ACE 004, ACE 047, ACE 042,
ACE 046, ACE 034, ACE 008, ACE 011, ACE 022, ACE 027, ACE 019, ACE 014,
ACE 016, ACE 021, ACE 039, ACE 007, ACE 031 e ACE 48. Geralmente, 0s
grupos formados por grande numero de acessos agrupam o0S pares que
apresentam menores distancias, uma vez que o tamanho do grupo é delimitado
por uma distancia média entre os pares de individuos.

Com relacdo aos acessos que compdem o grupo |, foram observadas
similaridades entre individuos em relacdo as caracteristicas quimicas e
morfoldgicas a partir dos descritores preliminares indicadas para aceroleira.

Salla et al. (2002), comparando os dados obtidos pelos marcadores RAPD
com caracteristicas quimicas e morfolégicas, observaram que o grupo | associou
oito acessos. Entre eles, estavam os acessos UEL-26 e lapar-1, os quais
apresentaram como principal caracteristica, concentracdes similares de vitamina
C. Os autores utilizaram para as comparacdes, dados obtidos pelos trabalhos de
Carpentiere-Pipolo, (2000).

O grupo Il foi composto pelos acessos ACE 009 e ACE 033. A distancia
genética observada entre os acessos foi de 0,303.

Os demais grupos (IlI, VI, VII, VI, IX, X, XI, Xl e Xlll) apresentaram
apenas um acesso cada um, ACE 025, ACE 026, ACE 020, ACE 018, ACE 029,
ACE 001, ACE 028, ACE 017, ACE 030, ACE 024 e ACE 023, respectivamente.

Tabela 13 - Agrupamento dos 48 acessos da populacdo de aceroleiras da
Pesagro-RIO, pelo método de Tocher, utilizando o Complemento
Aritmético do Indice de Jaccard em marcadores RAPD.

Grupos Acessos

I ACE 041, ACE 043, ACE 005, ACE 040, ACE 003, ACE 044, ACE 037,
ACE 045, ACE 006, ACE 010, ACE 002, ACE 032, ACE 015, ACE 012,
ACE 036, ACE 038, ACE 035, ACE 013, ACE 004, ACE 047, ACE 042,
ACE 046, ACE 034, ACE 008, ACE 011, ACE 022, ACE 027, ACE 019,
ACE 014, ACE 016, ACE 021, ACE 039, ACE 007, ACE 031 e ACE 48
Il ACE 009 e ACE 033

I ACE 025
vV ACE 026
Vv ACE 020

Vi ACE 018
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VIl ACE 029
VIl ACE 001

IX ACE 028
X ACE 017
Xl ACE 030

Xl ACE 024
X ACE 023

Devido ao fato de o primeiro grupo ter apresentado 35 acessos, 0 que
representa 72,92% dos acessos dentre toda a populagao, foi realizada uma nova
separacéo, pelo método de Tocher, utilizando apenas os individuos do grupo I. O
subagrupamento esta descrito na Tabela 14, onde observa-se a formacéo de 14
grupos.

Os resultados do agrupamento mostraram que o subgrupo | agregou 17
acessos, 0 equivalente a 48,57% dos acessos entre os 35 que pertenciam ao
grupo | e foram reagrupados. Os acessos ACE 004, ACE 005, ACE 010, ACE
002, ACE 011, ACE 044, ACE 040, ACE 013, ACE 043, ACE 003, ACE 045, ACE
007, ACE 039, ACE 038, ACE 041, ACE 036 e ACE 008 permaneceram
agrupados no mesmo grupo, tanto no primeiro como no segundo agrupamento.

Dentre os novos grupos obtidos (Tabela 14), cinco deles agregaram dois
acessos cada. Sao eles: grupo Il, com os acessos ACE 032 e ACE 047; grupo lll,
com os acessos ACE 014 e ACE 019; grupo IV, com os acessos ACE 042 e ACE
046; grupo V, com os acessos ACE 031 e ACE 034 e grupo VI, com 0s acessos
ACE 027 e ACE 035.

Observou-se, também, a formacéo de novos grupos com acessos isolados,
como foi o caso dos grupos VII, VIII, IX, X, XlI, XII, Xlll e XIV, formado pelos
acessos ACE 048, ACE 022, ACE 012, ACE 006, ACE 016, ACE 021, ACE 015 e
ACE 037, respectivamente.

Os acessos mais divergentes foram observados em grupos isolados. De
acordo com Vieira et al. (2005), grupos formados por apenas um individuo
apontam na direcdo de que tais individuos sejam mais divergentes em relagéo

aos demais.
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Costa (2004), estudando a diversidade genética entre acessos de

Capsicum SSP., com base em marcadores RAPD, utilizou o método de

otimizacdo de Tocher obtendo a formacdo de quatro grandes grupos, sendo o

primeiro e o segundo dividido por duas vezes em grupos menores. Para este

trabalho, o grupo | foi subdividido em dois grupos menores, agregando varios

acessos similares (C. annuum, C. chinese e C. frutescens) e o grupo Il, que por

sua vez, também foi subdivido por duas vezes, agregando acessos de maior

similaridade.

Tabela 14 - Subagrupamento dos acessos componentes do grupo | (Tabela 13),

pelo método de Tocher, utilizando o Complemento Aritmético do
Indice de Jaccard em marcadores RAPD.

Grupos Acessos
I ACE 004, ACE 005, ACE 010, ACE 002, ACE 011, ACE 044, ACE 040.
ACE 013, ACE 043, ACE 003, ACE 045, ACE 007, ACE 039, ACE 038.
ACE 041, ACE 036, ACE 008.
[l ACE 032 e ACE 047
1 ACE 014 e ACE 019
\Y, ACE 042 e ACE 046
Y ACE 031 e ACE 034
VI ACE 027 e ACE 035
Vil ACE 048
VI ACE 022
IX ACE 012
X ACE 006
Xl ACE 016
Xl ACE 021
Xl ACE 015
XIV ACE 037
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Com base nos dados gerados pela matriz de dissimilaridade, obteve-se o
dendrograma com 0s agrupamentos constantes na Figura 6, por meio do metodo
de agrupamento UPGMA, onde, no eixo Y, estdo representadas as percentagens

das distancias entre 0s acessos e, no eixo X, estdo representados os 48 acessos.

UPGMA
045 |

ol ll ' |

035 |

0.30

0.25 | Jj

0.20

0.15

17253023282433 9 2621292722483120 7 39114718 4 46163534144238 8 6 364012104341 5 443745 3 133219152 1

Figura 6 - Dendrograma representativo da divergéncia genética entre os 48 acessos
de aceroleira, obtido pelo método UPGMA, utilizando o complemento
aritmético do indice de Jaccard, com base em marcadores RAPD.

Foram delimitados 14 grupos, considerando dissimilaridade relativa a 34%
do ponto de delimitacdo no dendrograma. O grupo | agregou o acesso ACE 001.
O grupo Il é representado por 23 individuos, sendo eles os acessos: ACE 035,
ACE 034, ACE 014, ACE 042, ACE 038, ACE 008, ACE 006, ACE 036, ACE 012,
ACE 040, ACE 010, ACE 0043, ACE 041, ACE 005, ACE 044, ACE 037, ACE
045, ACE 003, ACE 013, ACE 032, ACE 019, ACE 015, e ACE 002. O grupo llI
tem como constituintes os acessos: ACE 016 e ACE 046. O grupo IV é formado
pelos acessos: ACE 004, ACE 018, ACE 047, ACE 011 e ACE 039. grupo V —
acessos: ACE 007, ACE 020, ACE 048 e ACE 031, grupo VI - acessos ACE 027,
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ACE 029 e ACE 022; grupo VIl - acesso ACE 021 e ACE 026 ; grupo VIlI-
acessos ACE 009 e ACE 033; grupo IX- acesso ACE 024; grupo X- acesso ACE
028; grupo Xl- acesso ACE 023; grupo XlI- ACE 030; grupo XllI- ACE 025 e grupo
XIV- ACE 017.

Os resultados mostraram que, para os dois métodos de agrupamentos
utilizados, foi possivel observar uma concordancia parcial entre os resultados,
uma vez que alguns acessos ndo permaneceram no mesmo grupo. Por outro
lado, alguns grupos foram formados por genotipos isolados, sendo esses 0s

mesmos em ambos 0s métodos de agrupamento.

4.8. Concordancia  entre marcadores RAPD e caracteri sticas

morfoagronémicas.

Foram feitas avaliacdes com base na relagdo de descritores minimos para
aceroleira (Oliveira et al., 1998), sendo escolhidos, para efeito de comparacéo
entre 0s acessos agrupados as seguintes caracteristicas: conformacao da copa,
ramificacdo da copa, forma geral dos bordos da corola, coloracdo da casca do
fruto imaturo, coloragdo da casca do fruto maduro e tamanho do fruto maduro,
importantes na caracterizacdo morfolégica de acerola e o principal parametro
referencial para essa cultura, isto €, teor de vitamina C (Tabela 15). Devido a falta
de frutificacdo inicial dos materiais, tabulou-se apenas 38 acessos, que
apresentaram as caracteristicas estudadas. Por outro lado, apenas 25 acessos
apresentaram frutos suficientes para a realizacdo da analise do teor de acido

ascorbico.
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Tabela 15 - Descritores morfoagrondmicos e teor de &cido ascérbico para os
acessos de aceroleiras da populacdo da Pesagro-Rio.

Acessos CC RC FGBF CCFI CCFM TMF (m;J//I;((J:Og)
ACE 001 Ereta muito ondulada verde roxa médio 2158
ACE 002 Ereta pouco  ondulada verde arroxeada pequeno 1444
ACE 003 - - - - - - -
ACE 004 Globular pouco arroxeada  arroxeada médio -
ACE 005 Globular muito  levemente verde arroxeada grande -
ACE 006 - - - - - - -
ACE 007 Ereta muito verde arroxeada médio -
ACE 008 Globular muito verde arroxeada grande 1116
ACE 009 Intermediaria  muito ondulada verde vermelha grande 1935
ACE 010 Ereta muito reta verde vermelha médio 1132
ACE 011 Ereta muito  levemente verde vermelha médio 1273
ACE 012 Ereta muito ondulada verde vermelha médio 1667
ACE 013 - - - - - - -
ACE 014 Ereta muito ondulada verde vermelha médio 2218
ACE 015 - - - - - - -
ACE 016 Intermediaria  muito ondulada verde roxa grande -
ACE 017 Globular muito ondulada verde arroxeada grande -
ACE 018 Intermediaria muito  levemente verde arroxeada grande 1429
ACE 019 - - - - - - -
ACE 020 Ereta muito ondulada verde arroxeada médio 1890
ACE 021 Globular muito ondulada arroxeada vermelha médio -
ACE 022 Globular muito ondulada arroxeada  arroxeada grande 1667
ACE 023 - - - - - - -
ACE 024 Intermediaria  muito  levemente verde roxa grande 1459
ACE 025 Globular muito ondulada verde vermelha médio -
ACE 026 Ereta muito ondulada verde vermelha médio 1727
ACE 027 Intermediaria  muito ondulada arroxeada  arroxeada grande 1280
ACE 028 Globular muito ondulada verde vermelha grande -
ACE 029 Globular muito ondulada verde vermelha médio 1280
ACE 030 Intermediaria  muito ondulada verde arroxeada grande 1429
ACE 031 Globular muito ondulada verde vermelha grande 2575
ACE 032 - - - - - - -
ACE 033 - - - - - - -
ACE 034 Ereta muito ondulada verde vermelha médio -
ACE 035 Ereta muito ondulada verde vermelha médio -
ACE 036 Ereta muito ondulada verde vermelha grande 1637
ACE 037 Ereta muito ondulada verde vermelha grande 1459
ACE 038 Ereta muito ondulada arroxeada  arroxeada médio 2024
ACE 039 Ereta muito ondulada verde vermelha médio -
ACE 040 - - - - - - -
ACE 041 - - - - - - -
ACE 042 Intermediaria  muito ondulada verde vermelha médio 1980
ACE 043 Intermedidria  muito ondulada verde vermelha médio 2024
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ACE 044 Globular muito ondulada arroxeada vermelha grande 1771
ACE 045 Globular muito ondulada arroxeada  arroxeada grande 1161
ACE 046 Ereta muito ondulada arroxeada  arroxeada grande 2470
ACE 047 Intermediaria  muito ondulada verde arroxeada médio
ACE 048 Ereta muito ondulada arroxeada  vermelha médio

CC = conformagédo da copa (1-globular; 2-intermediaria; 3-Ereta); RC = ramificacdo da copa (1-
Pouco ramificada; 2-ramificada; 3-muito ramificada); FGBF = forma geral dos bordos da folha
madura (1- borda reta; 2- borda levemente ondulada; 3- borda ondulada); CCFI = coloracdo da
casca do fruto imaturo (1- verde; 2- verde amarelada; 3- verde arroxeada; 4- roxa esverdeada; 5-
roxa); CCFM = coloracdo da casca do fruto maduro (1- amarela; 2- laranja; 3- rosa; 4- vermelha; 5-
vermelha arroxeada; 6- roxa); TFM = tamanho do fruto maduro (1- fruto pequeno (12-16 mm); 2-

fruto médio (17-23mm); 3- fruto grande (24-30mm) e Vit C = teor de acido ascérbico (mg/100g).

O grupo | foi representado apenas pelo acesso ACE 001, que se destacou
dos demais acessos no teor de acido ascorbico (2158 mg por 100g de polpa), que
foi o quarto maior entre todos os outros. Além dessa variavel, esse acesso
apresentou a copa muito ramificada, a coloracdo da casca do fruto imaturo foi
verde, a coloracdo da casca arroxeada e fisicamente o fruto apresentou tamanho
meédio (Tabela 15).

Verificou-se uma similaridade entre o0os grupos de acessos para 0S
descritores avaliados (Tabela 15). Dessa forma, o grupo |l agregou 47,92% dos
acessos, apresentando 23 individuos, sendo eles, os acessos: ACE 035, ACE
034, ACE 014, ACE 042, ACE 038, ACE 008, ACE 006, ACE 036, ACE 012, ACE
040, ACE 010, ACE 0043, ACE 041, ACE 005, ACE 044, ACE 037, ACE 045,
ACE 003, ACE 013, ACE 032, ACE 019, ACE 015, e ACE 002. Nesse grupo,
56,25 dos acessos apresentaram conformacao da copa ereta e foi verificado que
93,75% dos individuos apresentaram a copa muito ramificada e folhas com borda
ondulada, exceto o individuo ACE 002, o qual apresentava uma copa pouco
ramificada e o individuo ACE 010, que apresentou folhas com borda levemente
ondulada. Com relag&o a coloragéo da casca do fruto imaturo, 75% dos acessos
apresentaram coloracdo verde e apenas 10% (quatro individuos) obtiveram
coloracdo do tipo verde arroxeada. Esses resultados foram discordantes quando
comparados com Pipolo et al. (2002), que descrevendo trés cultivares de acerolas
utilizando descritores morfoagronémicos, observaram 100% de similaridade entre

os descritores estudados para todas os cultivares selecionados.
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O teor de acido ascorbico dos frutos maduros variou de 1324 mg por 100g
de polpa no acesso ACE 010 a 2575 mg por 100 g de polpa com o acesso ACE
014. Esses valores foram muito superiores aos encontrados por Brunini et al.
(2004), que registraram teores de acido ascorbico variando de 243,8 a 818,17 mg
por 100g de polpa, em acerolas oriundas de Aparecida do Salto-SP, porém
similares aos valores encontrados por Lopes et al. (2000), que encontraram
acessos com teor de acido ascorbico de até 2246 mg/100 g de polpa. De acordo
com Bliska & Leite (1995), o teor de acido ascorbico acima de 1200 mg de por
100g de polpa é tido como um referencial minimo para a aceitagdo do produto no
mercado externo. Isso demonstra, portanto, o potencial existente entre o0s
acessos de aceroleiras da Pesagro-Rio, as quais se encaixam nos padrdes
minimos para exportacao.

Ainda, de acordo com a variabilidade morfoagronémica entre 0s acessos,
foi verificada a formacéo de trés grupos compostos por dois acessos cada (Tabela
11). No grupo Il encontram-se os acessos ACE 016 e ACE 046, os quais
apresentaram copa muito ramificada, borda da corola ondulada e frutos grandes.
O acesso ACE 046 apresentou teor de acido ascérbico de 2470 mg/100g de
polpa. Para o grupo V, representado pelos acessos ACE 007 e ACE 020, foram
observados conformacdo da copa ereta e copa muito ramificada, fruto imaturo,
com a coloracédo verde e coloracdo vermelha arroxeada para o fruto maduro. O
grupo VII, com os acessos ACE 021 e ACE 026, apresentou copa muito
ramificada, bordas da corola ondulada e frutos com tamanho médio. O grupo VIII,
constituido pelos acessos ACE 033 e o ACE 009 apresentaram frutos com teor de
acido ascorbico de 1935 mg/100 g de polpa, bem como caracterizou-se por
apresentar frutos de tamanho grande.

O grupo VI, formado pelos acessos ACE 027, ACE 029 e ACE 022,
caracterizou-se por apresentar copa muito ramificada. Para Pipolo et al. (2002), a
copa da aceroleira selecionada para ser implantada em pomar clonal foi do tipo
intermediaria. Nesse grupo encontra-se o individuo com o segundo maior teor de
acido ascorbico entre todos os analisados (ACE 022 com 2619 mg/100g de
polpa).

Os demais grupos foram constituidos por acessos isolados, sendo eles:
grupo 1X, representado pelo acesso ACE 024; o grupo X, pelo acesso ACE 028; o

grupo Xl, que agregou o0 acesso ACE 023; o grupo Xll, que foi constituido pelo
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acesso ACE 030; o grupo Xlll, formado pelo acesso ACE 025 e o grupo XIV
representado pelo acesso ACE 017, sendo observado, para esse acesso, a
coloracdo vermelha arroxeada da casca do fruto maduro e fruto de tamanho
grande.

Os resultados mostraram que os acessos divergentes ACE 001, ACE 014,
ACE 031, ACE 038, ACE 043 e ACE 046 (Tabela 1, Figura 1) se destacaram dos
demais por possuirem um maior numero de caracteristicas de interesse
agrondmico, considerados de maior importancia comercial, sendo indicados para
propagacao vegetativa e avaliacdo clonal, pois apresentaram alto teor de acido
ascorbico, coloragdo da casca do fruto maduro avermelhada e tamanho do fruto
variando entre meédio e grande.

Lopes et al. (2000), avaliando caracteristicas fisico-quimicas de 112
acessos de aceroleiras, encontraram varios acessos promissores que foram
recomendados para avaliagao clonal, visando a utilizagdo como variedades. Os
autores encontraram frutos com teor de acido ascorbico variando de 1761 mg a
2220 mg por 100 g de polpa e solidos soluveis totais, variando de 5,8 a 10,1 de °
Brix.

Pipolo et al. (2000), com objetivo de identificar e selecionar genotipos
parentais de aceroleira, baseado na divergéncia genética multivariada em 14
genaotipos conseguiram dividir em trés grupos, indicando sete cruzamentos mais
promissores com base no teor de acido ascoérbico: AM Mole pertencente ao grupo
ll, com os gendtipos PR AM, N'18, PR 17, PR 16, Eclipse, AM 22 e Dominga,
todos pertencentes ao grupo |. Os autores ainda sugeriram que frutos grandes

com maior diametro resultam na selecdo de frutos com maior quantidade de

polpa.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

Os resultados obtidos com a analise de variaveis multicategoricas dos
acessos de aceroleira evidenciam a existéncia de variabilidade genética para
70.5% dos caracteres estudados.

Foram selecionadas trés caracteristicas quantitativas consideradas de
maior importancia relativa para o estudo de divergéncia genética, sendo essas:
diametro do caule, que demonstrou a maior contribuicdo relativa, seguidos do
comprimento da folha madura e largura maxima da folha.

Frutos no estadio ‘de vez’ apresentaram maiores valores de teor de acido
ascorbico, independente do acesso, ocorrendo uma reducdo gradativa até a
maturacao final do fruto, indicando que ha uma clara correlacdo entre o teor de
acido ascorbico e o estagio de maturacao.

A técnica de marcadores RAPD foi eficaz para o estudo de diversidade
entre 0s acessos, mostrando que a populacdo possui ampla variabilidade
geneética.

Foram encontrados iniciadores com potencial para uso em estudos de
diversidade para a cultura da acerola utilizando o marcador do tipo RAPD, pois
apresentaram entre seis e oito marcas polimorficas, sendo citados os iniciadores:
OPAX-09, OPAX-14, OPAX-16 e OPAB-11.

Os métodos de Otimizacdo de Tocher e UPGMA foram concordantes e
satisfatorios para a formacdo de grupos bastante homogéneos para as
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caracteristicas avaliadas, tanto nos marcadores RPAD como nos caracteres
morfoagrondémicos.

Houve um aumento de pH e SST entre os acessos do estadio de ‘vez’ para
0 estadio semimaduro.

Os resultados mostraram que os acessos ACE 001, ACE 014, ACE 031
ACE 038, ACE 043 e ACE 046 podem ser indicados para propagacao vegetativa
e avaliacao clonal, pois apresentaram alto teor de acido ascorbico, coloracdo da

casca do fruto maduro avermelhada e tamanho grande do fruto.
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