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Variabilidade entre gendtipos de um
banco de germoplasma de caja-
umbuzeiro (Spondias spp.) na Zona
da Mata de Pernambuco?

RESUMO

O caja-umbuzeiro é uma arvore frutifera de ocorréncia espontanea no semi-arido nordestino; set
frutos sdo explorados apenas de forma extrativista. Utilizado quase que exclusivamente para o cor
sumo in natura, apesar da ampla perspectiva de industrializacao da polpa, a sele¢do de gendtipc
superiores depende da existéncia de variabilidade para as caracteristicas agronémicas e também, d
interesse agroindustrial. O objetivo com este trabalho foi estimar coeficientes de similaridade gen
tica entre gendtipos de caja-umbuzeiro, através da técnica de eletroforese, analisando-se as isoenz
mas esterase (EST), alcool desidrogenase (ADH), fosfatase &cida (ACP) e peroxidase (POX), extraide
de folhas jovens de 33 gendtipos. O sistema EST apresentou maior polimorfismo isoenzimatico, pe
mitindo agrupar os genétipos em dois grupos principais, sendo um formado apenas pelo genétipo
e o outro grupo pelos demais gend6tipos. Os coeficientes calculados indicam alta similaridade gent
tica para a maioria dos materiais estudados. As combinacdes genotipicas 2 x 6; 6 x 20; 6 x 24 e
x 33 apresentaram os menores coeficientes de similaridade genética.

Palavras-chave: isoenzimas, eletroforese, sele¢do, melhoramento

Variability among genotypes of a ‘caja-
umbuzeiro’ (Spondias spp.) germoplasm bank
in the Forest Zone of Pernambuco State

ABSTRACT

The ‘caja-umbu’ is a fruit tree species belonging to the Anacardiaceae family which has spontaneot
occurrence in the semi-arid region of Northeast Brazil. Its fruits are explored only by extractive forn
and consumed mostly as fresh, although there are good perspectives of pulp industrialization. Th
selection of superior genotypes depends on the variability of existing agronomic characteristics an
on agro-industrial interest. The objective of this paper was to estimate genetic similarity coefficien
among ‘caja-umbuzeiro’ genotypes through the electrophoresis technique. The isoenzymes esteras
(EST), alcohol desidrogenase (ADH), acid phosphotase (ACP) and peroxidase (POX) were analyze
from young leaf extracts of 33 ‘caja-umbu’ genotypes. System EST presented a greater isoenzymati
polymorphism, which allowed arranging them in two main genotype groups: one formed by th
genotype 6 and another group formed by the other genotypes. The calculated coefficients indicat
high genetic similarity among the majority of the studied materials. The genotypic combinations 2
6; 6 x 20; 6 x 24 and 6 x 33 presented the smaller genetic similarity coefficients.

Key words: isoenzymes, electrophoresis, selection, breeding
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INTRODUCAO

O caja-umbuzeiro é uma arvore frutifera pertencente a fa-
milia Anacardiaceae e de ocorréncia espontanea no Semi-ari-
do brasileiro (Silva Jinior et al., 2004). Seus frutos apresen-
tam ampla perspectiva de aproveitamento agroindustrial
porém é explorado apenas de forma extrativista para consu-
mo da polpa ao natural e/ou na forma de suco, picolé e sor-
vete (Lima et al., 2002).

O género Spondias comporta as espécies Spondias tube-
rosa Arr. Cam. (umbuzeiro), S. mombim L. (cajazeira), S. pur-
purea L. (cirigueleira), e S. cytherea Sonn. (cajaraneira) (Pi-
res, 1990). Este género ainda engloba o cajad-umbuzeiro e a
umbugueleira, ambos denominados Spondias spp., em virtu-
de de ndo apresentarem espécie botanica definida.

Em funcdo da variacdo no formato, tamanho e coloragdo
dos frutos e da consisténcia da polpa, o caja-umbu também é
chamado de umbu-caja, dependendo da sua regido de ocor-
réncia; contudo, os trabalhos cientificos publicados se refe-
rem aos mesmos como hibridos interespecificos, originados
a partir de possiveis cruzamentos naturais entre S. mombim
L. e S. tuberosa Arr. Cam. (Silva Janior et al., 2004; Lira Janior
etal., 2005).

A exploragdo racional de espécies rusticas e tolerantes ao
estresse hidrico, como o caja-umbuzeiro, pode ser uma das
alternativas de diversificagdo para o agronegocio da fruticul-
tura pernambucana, ndo s6 para a regido semi-arida mas, tam-
bém, para outras mesorregides, em razdo de sua adaptabilida-
de as diferentes condiges climéticas.

A utilizagdo de praticas agricolas inadequadas, como a
queima e o corte indiscriminados da vegetacdo nativa, para
implantacdo de pastagens e/ou da producédo de carvao como
fonte energética, tem eliminado, gradativamente, varias espé-
cies arboreas, dentre elas gendtipos de caja-umbuzeiro, redu-
zindo seu patrimdnio genético (Souza, 2001; Carvalho et al.,
2002). Diante da importancia do caja-umbuzeiro como recur-
S0 genético, tornou-se necessario conservar o seu germoplas-
ma remanescente, visando assegurar sua exploragéo racional
e continua disponibilidade as futuras geracdes, com equili-
brio ambiental (Giacometti, 1993; Moraes et al., 1994).

No inicio da década 90 a Empresa Pernambucana de Pes-
quisa Agropecudria (IPA) realizou trabalhos de prospecgdo
genética, em Pernambuco e em outros Estados do Nordeste,
para a formacao de um banco de germoplasma de caja-umbu-
zeiro, visando a avaliagdo, caracterizacdo e selecdo de gend-
tipos superiores para cultivo comercial. O material genético,
composto de 33 gendtipos, coletado nesta prospeccéo, foi
implantado na Estacdo Experimental de Itambé, Zona da Mata
Norte de Pernambuco, constituindo-se no primeiro Banco de
Germoplasma de Caja- umbuzeiro.

O sucesso de um programa de melhoramento depende,
dentre outros fatores, da variabilidade existente entre e den-
tro de populagdes, cujas caracteristicas desejaveis podem ser
manipuladas através de hibridacdes ou entdo clonadas, para
obtencdo de gendtipos superiores (Borém & Miranda, 2005;
Bruckner, 2005). Entre as metodologias que podem ser utiliza-
das para estimar informacdes sobre a variabilidade e a rela-

céo filogenética entre germoplasmas, destaca-se a eletrofore
se de isoenzimas (Alfenas, 1998).

Objetivou-se com este trabalho, estimar coeficientes d
similaridade genética entre gen6tipos de caja-umbuzeiro d
banco de germoplasma da Empresa Pernambucana de Pesqui
sa Agropecuéria (IPA).

MATERIAL E METODOS

Realizou-se este trabalho a partir de gendtipos de cajz
umbuzeiro do banco de germoplasma pertencente & Empres
Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria — IPA, implantz
do no inicio dos anos 90 na Estacdo Experimental de Itamb
(7° 24750 de latitude Sul e 352 06’30 de longitude Oeste
localizada na Mesorregido da Mata Pernambucana e Microl
regido da Mata Norte. O municipio de Itambé apresenta alt
tude média de 190 m, solo predominante classificado com
Argissolo e a vegetacdo original do tipo floresta subcaduc
folia; na classificacdo de Koppen, seu clima é do tip
As’(quente e Umido), a precipitagao pluviométrica média anu:
é de 1200 mm, com meses mais chuvosos de abril a julho;
temperatura média anual de é 24 °C e a umidade relativa m¢
dia do ar de 80% (Jacomine et al., 1973; EMBRAPA, 1999).

O banco de germoplasma de caja-umbuzeiro dispde, atua
mente, de 36 genotipos, coletados a partir de prospecgdes
visitas as suas areas de ocorréncia espontanea, no Agreste
Sertéo de Pernambuco, além do Ceard e Piaui, nas suas res
pectivas areas de abrangéncia da Serra do Araripe. No an
de 2004, em plena fenofase de brotagéo foliar, foram colete
das amostras de folhas de mesmo estadio ontogenético, er
33 gendtipos, as quais foram devidamente acondicionadas er
caixas de isopor e encaminhadas ao Laboratdrio de Genéticz
bioquimica e Seqiienciamento de DNA, da UFRPE. Seguind
a metodologia proposta por Alfenas (1998), com alguma
modifica¢Bes, 300 mg de cada amostra foliar foram maceradc
em almofariz, sobre gelo, com 1,0 mL da seguinte soluc
extratora: 4,0 mL de tampdo borato de litio, pH 8,0; 36 mL ¢
tampao tris-citrato, pH 8,3; 1,2 g de sacarose € 1,2 g de pol
vinilpirrolidona (PVP). Ap6s a maceracdo, o material foi cer
trifugado a 4 °C, durante dez minutos, a 12000 rpm. O sobre
nadante foi retirado e 10 pL de cada amostra foram aplicadc
nos pogos dos géis de poliacrilamida a 7 %.

A migracdo eletroforética foi conduzida a 4 °C, a um pc
tencial de 90 volts, até que a linha de fronte atingisse 6,0 cr
em direcdo ao polo positivo; nas cubas se usaram: tampa
borato de litio 0,2 M, pH 8,3, para esterase (EST), fosfatas
acida (ACP), alcool desidrogenase (ADH), e tampéo Pouli
(18,54 g de acido borico; 2,0 g de hidroxido de sédio; agu
destilada para completar 1000 mL) para peroxidase (POX).

Para resolugdo dos sistemas enzimaticos se adotaram ¢
seguintes procedimentos, com base na metodologia propos
ta por Scandalios (1969) e Alfenas (1998), com algumas mod
ficagBes: a) EST: os géis foram corados usando-se 3,0 mL ¢
o e p — naftil acetato 1% em acetona 50%; 40 mg de fast blu
RR salt; 50 mL de tampao fosfato de sédio monobasico 0,
M, pH 4,3; 10 mL de tampéo fosfato de sodio dibasico 0,2 M
pH 9,2; 40 mL de &gua destilada e, em seguida, foram incube
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dos duas horas, no escuro, a 37 °C; b) POX: usou-se 0,065 g
de 3-amino-9-etil carbazole; 5,0 mL de dimetilformamida; 2,0
mL de CaCl,; 4 gotas de H,0, a 30%; 85 mL de tampao ace-
tato de sodio 0,05 M, pH 5,0 para a coloragéo, que se proces-
SOu No escuro, a temperatura ambiente, durante duas horas;
c) ACP: para detectar a presenca dessas enzimas se usaram
100 mg de g-naftil fosfato acido de sodio; 100 mg de fast

garnet GBC salt; 1,0 mL de MgCl, a 1%; 100 mL de tampdo
acetato de sodio 0,2 M, pH 5,0, sendo os géis incubados a 35
°C, por 60 min; d) ADH: os géis foram corados com 20 mL de
etanol (95%), 20 mg de NAD*, NA,, 20 mg de MTT, 20 mg de
PMS, 100 mL de tampdo tris-HCL 0,2 M, pH 8, e incubados a
37 °C, durante 60 min.

Ap0s a coloragdo, todos os géis foram lavados, fixados
em solucdo contendo &lcool metilico, acido acético e agua
destilada na proporg¢do de 1:1:1v/v por 20 min, avaliados para
confecgdo dos zimogramas e em seguida fotografados.

Para identificacdo de fen6tipos ou padrdes isoenzimaticos,
encontrados em cada sistema, consideraram-se as similarida-
des no nimero e posicdo das bandas nos géis. Os dados
foram tabulados conforme a presenga (1) ou auséncia (0) de
bandas nos géis, para serem usados no estudo da diversida-
de genética por meio da anélise multivariada no programa
NTSYS-pc, Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis
System, versdo 1.70 (Rolhf, 1993). O dendrograma foi confec-
cionado com base no método de agrupamento UPGMA, usan-
do-se o indice de similaridade de Dice, equivalente ao de Nei
& Li (1979).

RESULTADOS E DISCUSSAQO

Os quatro sistemas isoenzimaticos revelados permitiram
identificar 11 locos com boa revelagdo, nos quais se pode
observar genétipos com variacdo na intensidade e no nime-
ro de bandas (Figura 1).

Constatou-se maior polimorfismo isoenzimatico, traduzido
em maior nimero de bandas, no sistema EST (Figura 1A),
indicando a existéncia de diferencas genéticas entre os ge-
nétipos estudados, cuja eficiéncia na identificagdo de varia-
bilidade foi superior a dos sistemas peroxidase (POX), fosfa-
tase acida (ACP) e alcool desidrogenase (ADH).

Os estudos de identificacdo de variabilidade genética
em fruteiras através de eletroforese de isoenzimas de te-
cidos jovens, geralmente apresentam esterase e/ou pero-
xidase como sistemas de maior revelacdo de polimorfis-
mo isoenzimatico; esses sistemas tém contribuido na
caracterizacéo de bancos de germoplasma para diferenci-
ar genétipos através das multiplas formas, pesos mole-
culares e carga elétrica de uma mesma enzima (Tanksley
& Orton, 1983; Alfenas, 1998).

O sistema EST (Figura 1A) apresentou seis regides de
bandas polimorficas entre os 33 gendtipos de caja-umbu es-
tudados, permitindo identificar 11 fendtipos diferentes, assim
formados: fendtipo 1 (bandas EST-1, EST-4 e EST-5) com os
genatipos 8, 9, 10, 13, 15 e 22; fendtipo 2 (bandas EST-1, EST-
2 e EST-5) com os gend6tipos 2, 18, 20, 24, 27 e 32; fenétipo 3
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Figura 1. Sistemas isoenzimaticos esterase (EST), fosfatase acida (ACP
alcool desidrogenase (ADH) e peroxidase (POX) de 33 gendtipos de ‘caj
umbuzeiro’ do Banco de Germoplasma do IPA em Itambé-PE

Figure 1. Isoenzymatic systems esterase (EST), alcohol desidrogenase (ADF
acid phosphotase (ACP), peroxidase (POX) of 33 caja-umbuzeiro genotyp
of the IPA- Germoplasm Bank, ltambé, Pernambuco State

(bandas EST-1 e EST-5) com os gendtipos 16, 17, 21, 25 e 2¢
fendtipo 4 (bandas EST-5) com os genétipos 1, 4, 7 e 29; fenc
tipo 5 (bandas EST-1, EST-2, EST-4 e EST-5) com 0s genétipc
3,12, 14 e 19; fendtipo 6 (bandas EST-4 e EST-5) com 0 genc
tipo 5; fendtipo 7 (bandas EST-1, EST-3, EST-4, EST-5 e EST
6) com o gendtipo 6; fendtipo 8 (bandas EST-1, EST-3, EST
4 e EST-5) com o genétipo 11; fenétipo 9 (bandas EST-!
EST-4, EST-5 e EST-6) com os gendtipos 28 e 31; fenotip
10 (bandas EST-1) com os genotipos 30 e 33; fenotipo 1
sem bandas reveladas com o gendtipo 23, cujos resulta
dos podem ser explicados pela utilizagdo de tecido vegete
(folhas) em estadio juvenil, periodo em que, normalmente
a maioria dos genes se esta expressando e, conseqliente
mente, codificando maior quantidade de proteinas, permi
tindo visualizar, através de métodos histoquimicos, varia
regides de bandas polimdrficas.
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De acordo com Silva et al. (2000), as esterases, além de
serem enzimas muito sensiveis a interferéncia de fatores abi-
Gticos, estdo envolvidas em muitas vias metabdlicas da plan-
ta. As esterases, por apresentarem uma enorme diferenciacdo
em seus padr@es isoenzimaticos, tém sido usadas na carac-
terizacdo da variabilidade genética de espécies frutiferas tro-
picais nativas e exdticas, como por exemplo: umbuzeiro (Spon-
dias tuberosa Arr. Cam.) (Souza, 2000); cagaita (Eugenia
dysenterica D.C.) (Telles et al., 2003); camu-camu (Myrciaria
dubia) (Teixeira et al., 2004) e acerola (Malpighia emargina-
ta D. C.) (Freitas et al., 1995; Musser, 2001).

O sistema ADH (Figura 1B) mostrou apenas uma regido de
bandas, representada pelo 16cus ADH-1 mostrando, assim, um
sistema monomorfico, ndo contribuindo para separar os ge-
nétipos estudados.

Quanto ao sistema ACP (Figura 1C), foram reveladas ban-
das em dois locos, ACP-1 e ACP-2 (Figura 1). O loco ACP-1
mostrou-se ativo em todos os individuos, variando apenas
quanto a intensidade das bandas e o loco ACP-2 revelou ban-
das apenas nos gendtipos 15; 20 e 33 permitindo, desta forma,
agrupa-los em dois fenétipos: um fendtipo com as bandas ACP-
1 e ACP-2 (gendtipos 15; 20 e 33) e o outro fendtipo, com a
banda ACP-1, formado com os demais gendtipos.

O sistema POX (Figura 1D) apresentou duas regides de
atividades formadas pelos locos anddicos POX-1 e POX-2.
O loco POX-2 mostrou-se monomorfico, estando presente
em todos os gendtipos. O loco POX-1 permitiu agrupar os
genotipos em dois fen6tipos diferentes, ou seja, um forma-
do pelos gendtipos 2; 9; 12; 13; 23; 24 e 33 e outro fendtipo
formado pelos demais genétipos. De modo geral, o sistema
POX se mostra bastante polimérfico em folhas em estadio
adulto, em que o incremento da atividade desta enzima € fun-
damental no controle de danos por processos oxidativos
(Sreenivasulu et al., 1999) podendo o evento justificar a baixa
atividade da peroxidase neste trabalho.

Através dos coeficientes de similaridade genética, obti-
dos a partir dos quatro sistemas isoenzimaticos, identifica-
ram-se as seguintes combinagdes genotipicas com 100% de
similaridade entre bandas: 2 x 24; 4 x 29; 5x 8; 5 x 10; 5 x 22;
7Xx16;7%x17;7x21;7x25;7x26;9x13; 14 x19; 18 x 27;
18 x 32; 28 x 31 (Figura 2). Esses resultados indicam que tais
genotipos possuem alto grau de parentesco entre si, neces-
sitando de novas introducdes para maior representativida-
de do germoplasma analisado.

O menor grau de similaridade genética (0,45) foi observa-
do entre as seguintes combinacgdes genotipicas: 6 x 2; 6 x 20;
6 X 24; e 6 x 33, indicando o baixo grau de parentesco entre si.
Apds a realizagio de estudos de caracterizagdo do potencial
agrondmico e qualitativo de frutos, deve-se explorar a hete-
rose, a partir de hibridagdes, entre os genétipos geneticamente
divergentes e complementares para as caracteristicas favora-
veis ao cultivo agroindustrial.

O dendrograma construido (Figura 2), de acordo com
os coeficientes de similaridade genética, indica a forma-
cdo de dois grupos principais, sendo um formado apenas
pelo gendtipo 6 e o outro grupo maior, formado por dois
sub-grupos, sendo um formado pelo genétipo 23 e 0 ou-
tro pelos demais genétipos.
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Figura 2. Analise de agrupamento pelo método UPGMA referente aos sisteme
isoenzimaticos esterase (EST), fosfatase &cida (ACP), alcool desidrogenas
(ADH) e peroxidase (POX) de 33 genétipos de caja-umbuzeiro do banco ¢
germoplasma do IPA em Itambé, PE

Figure 2. Analysis of grouping for UPGMA method referring to the isoenzymat
systems esterase (EST), acid phosphotase (ACP), alcohol desidrogenas
(ADH), peroxidase (POX) of 33 ‘caja-umbuzeiro’ genotypes of the IF
Germoplasm Bank, ltambé Pernambuco State

CONCLUSOES

Os coeficientes calculados indicam que a maioria do
genotipos de cajd-umbuzeiro apresenta alta similaridad
genética.

Em funcdo do alto grau de parentesco constatado, recomer
dam-se novas introdugdes no banco de germoplasma de cajé
umbuzeiro do IPA, em Itambé, PE.

Os genotipos 2; 6; 20; 24 e 33 apresentaram 0S menore
coeficientes de similaridade genética.
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