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RESUMO

Butia capitataé€ uma palmeira nativa do cerrado popularmente
conhecida por coquinho-azedo, ameacada de extir§éos frutos s&o
amplamente consumidos na regido norte de Minasiseniacipalmentan
natura e na forma de sucos sorvetes e picolés. Entretemtibos aspectos
como a quantificacdo da diversidade, aspectosciurngis do coquinho-
azedo nao foram estudados. Diante do exposto wijese com este
trabalho identificar e quantificar a diversidadegéa de quatro populacdes
naturais e fragmentadas Be capitatano norte de Minas Gerais, Brasil e
uma colecdo situada no ICA (Instituto de Ciénciagéfias), utilizando
marcadores ISSRrter Simple RepepatAvaliar a composigao nutricional de
frutos maduros dessa palmeira em diferentes regi@gapos de plantas do
norte de Minas Gerais. Determinar o conteldo de EN#aliar a qualidade
das andlises de citometria de fluxo Bmcapitatade diferentes estruturas
originadas a partir de varias fases da germinagéawitro de embribes
zigoticos, bem como caracterizar morfolégica e @natamente o material
estudado. Para tanto, foram realizados trés estudmsprimeiro foram
demarcadas cinco populacdes de coquinho-azedo, Ao fDNextraido das
folhas e analisado por meio de marcadores ISSRselgando estudo foram
coletados frutos maduros de quatro localidadesadte rde Minas e de 24
plantas por localidade, onde se formaram grupgdafgas e os frutos foram
caracterizados quanto a composicdo nutricionalfiRfpmo ultimo estudo o
conteudo de DNA e o coeficiente de variacdo foragtemninados de
estruturas formadas durante o processo germinatév/B. capitata para
tanto, foi montado um experimento com 16 tratansersgendo embrido,
peciolo cotiledonar avaliados aos 8, 16 e 27 diasstério aos 8, 16 e 27
dias, radicula aos 16, 27 e 37 dias, e bainha 80271 e 37 dias, folha aos
37 dias e folha da planta adulta. Os resultadgwidmeiro estudo permitiram
inferir que h& maior diversidade dentro das pogigag observou-se a
formacao de trés grandes grupos, o primeiro comtgdadas populacdes de
Bonito de Minas, ICA e Aboboras, o segundo comtakde ICA e Cristélia
e o terceiro com plantas de Cristalia e Mirabela. $&gundo estudo
verificou-se que a polpa d& capitataé bastante acida e apresenta elevado
teor de vitamina C, compostos fendlicos totais gac@lade antioxidante,
entretanto, possui baixa quantidade de acuUcaress.toA polpa deB.
capitatapossui elevada umidade e fibras e valores medid@gsoteinas. O
potassio e o ferro estdo presentes em maioresida@es na polpa dB.
capitata No ultimo ensaio as estruturas peciolo cotileden@austorio aos 8
dias do cultivan vitro tiveram seu conteudo de DNA alterados ao longo dos
periodos de avaliagdo, apresentando altos codfsigle variacdo. A bainha,
peciolo cotiledonar e radicula apresentam os menoceficientes de
variacdo e quantidades iguais de DNA, sendo essagtugas as mais
confiaveis para analise do tecido Bncapitata

Palavras-chave: Arecaceae Diversidade genética. Caracterizacdo
nutricional. Citometria de Fluxo.



ABSTRACT

Butia capitatais an endangered native palm of Cerrado popularly
known as coquinho-azedo. Its fruits are widely comsd in the northern
region of Minas Gerais mainly fresh and as juice, egream and popsicles.
However, many aspects such as the quantificatiogeogtic diversity and
nutritional contents of coquinho-azedo were nodligtd. Given the above the
aim of this work was to identify and quantify thengtic diversity of four
natural and fragmented populations Biitia capitatain Northern Minas
Gerais, Brazil and one collection located at thstitate of Agricultural
Sciences (ICA) using ISSR markers. Evaluate thaturtal composition of
ripe fruits of this palm in different regions ancbgps of plants in northern
Minas Gerais. To determine DNA content and evaldlhge quality of the
analysis in flow cytometry of different structuresiginated from various
stages of in vitro germination of zygotic embryasveell as characterize
morphologically and anatomically the studied materio this end, three
studies were performed: in the first five populatioof coquinho-azedo-
were delimited, DNA was extracted from leaves andlyzed by ISSR
markers. In the second study ripe fruit of 24 @apér location from four
locations in northern Minas were collected and nh&ritional composition
was characterized. Finally, in the last study theADcontent and the
coefficient of variation were determined from stures formed during the
germination ofButia capitata therefore, was set up an experiment with 16
treatments, cotyledon petiole evaluated at 8, t62andays, haustorium at 8,
16 and 27 days, primary root at 16, 27 and 37 dhgssheath 16, 27, and 37
days, leaves at 37 days and leaves of the adult. gdTae results of the first
study allowed to infer that there is greater diitgraithin populations , we
observed the formation of three major groups; onth wlants of the
populations of Bonito de Minas, ICA and Abdboraseaond with plants of
ICA and Cristélia and a third one with plants ofrdfiela and Cristalia . In
the second study it was found that the pulBuafia capitatais quite acid and
has a high concentration of vitamin C, total ph&soland antioxidant
capacity, however, has low amount of total sugdise pulp of Butia
capitata has high humidity and median values of fiber amdtgin. The
potassium and iron are present in larger amoungilip B. capitata. In the
last essay cotyledon petiole structures and haustafter 8 days of in vitro
culture had its DNA contents changed over the etatli periods showing
high variation coefficients. The sheath, petiakel @otyledon radicle have
lower coefficients of variation and equal amounfsDINA, being these
structures the most reliable for tissue analysButia capitata

Keywords: Arecaceae Genetic diversity. Nutritional characterizatidfiow
Cytometry.
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PRIMEIRA PARTE
1 INTRODUCAO

O coquinho-azedoButia capitata(Mart.) Becc.] € uma palmeira
nativa do Cerrado, sendo seus frutos amplamentgunovdosin natura na
regido norte de Minas Gerais e utilizados na falgido de polpas, sucos,
licores, sorvetes. Essa espécie esta localizadastados de Minas Gerais,
Bahia e Goias e encontra-se preferencialmente adgerios. Devido a
expansdo das fronteiras agricolas ocorrida no @emas ultimos anos e ao
extrativismo intensivo dos frutos, essa espécie @sieacada de extingao.

Sendo assim, é necessario elaborar uma estratégimadejo e
conservagdo para a espécie que promova um maidreciomento das
populagbes nativas e contribua para a domesticalgssa frutifera,
favorecendo a sua conservacéo em campo e a recéipefa areas com essa
palmeira para que o0s agricultores, 0s extrativigass comunidades
continuem a usufruir dos beneficios dessa palmeira.

Até o momento o0s estudos realizados cdn capitata se
concentraram na elaboracdo de protocolos parapagaQdo dessa frutifera
e na formacdo de pomares experimentais. No quefemra quantificacdo
da diversidade genética d& capitatanenhum estudo foi realizado até o
momento e esses trabalhos sdo importantes, poeguens de base para
planos de conservacdo e manejo da espécie, formagdbancos de
germoplasma e futuros programas de melhoramerdm dé demonstrar o
estado atual das populac¢des nativas.

Outro aspecto que foi pouco estudado refere-se mpasicao
nutricional dos frutos dB. capitata Os frutos dessa palmeira constituem-se
de uma drupa oval de epicarpo com coloracdo amarmetmelha ou roxa,
sao produzidos de setembro a janeiro e com pigatkicdo em novembro.
Apresenta polpa carnosa e fibrosa sendo amplanoemercializados em

feiras, no comércio, supermercados, além de cofrstit parte da merenda
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em escolas e creches da regido. Portanto, ha mEmEssde maior
conhecimento da composicdo nutricional dos frutas,avaliagdo de
diferentes localidades e mesmo de diferentes @aptas essas informacdes
sdo muito Uteis na elaboracéo de planos de digtderenacdes nutricionais
dos frutos.

A citometria de fluxo também pode contribuir cornaaacterizacao
de espécies vegetais, pois por meio dessa ferrandepbssivel verificar o
conteudo de DNA, ciclo celular, analises de plqidiateccdo de plantas
haploides e de linhas di-haploides, deteccdo dedb#b interespecificos,
controle da estabilidade do nivel de ploidia, veaifdo de aneuploidia e
taxonomia. Entretanto, para que os resultados sapafifveis dois aspectos
devem ser averiguados para a andlise do tecidaalege protocolo de
andlise deve estar bem padronizado favorecendoagdgede histogramas
com picos mais finos e baixos coeficientes de gada além da
caracterizacdo e tipo de material utilizado nadises® A parte do vegetal
mais utilizada em citrometria de fluxo séo as fe/tentretanto, outras partes
do vegetal também podem ser utilizadas como radaéss e sementes. Faz-
se necessario, portanto, verificar a autenticidadeonfiabilidade dessas
estruturas na quantificagdo do contetido de DNA.

Até o momento, a exploragéo Becapitatatem sido artesanal, com
pequena eficiéncia e exigindo grandes deslocameoagricultores para a
coleta dos frutos. Além disso, esse tipo de eapkw extrativista pode gerar
perdas de material genético, pois, em funcdo dowsétprecos, quase todos
os frutos de alta qualidade originados de genéspperiores sao coletados,
impedindo assim a reproducdo natural a partir desBessa forma, a
possibilidade da perda de plantas com frutos de \a@tor nutricional e
econdbmico, aliada a preocupacdo com a conservaeésasl espécies,
justifica uma exploracdo mais racional. Essa eqgio racional torna-se
ainda mais importante, uma vez que ela pode signifuma importante
fonte de renda, levando os agricultores a reduzicemtmo das suas

atividades agropecuarias sobre as vazantes, vemedagides de matas
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ciliares, passando a utilizar, de forma mais resité sustentavel, essa
frutifera do cerrado.

Diante do exposto, objetivou-se com este trabattentificar e
quantificar a diversidade genética de quatro pai@sa naturais e
fragmentadas dB. capitatano norte de Minas Gerais, Brasil e uma colecdo
situada no Instituto de Ciéncias Agrarias (ICA) d&MG utilizando
marcadores ISSR e avaliar a composicao nutricdedtutos maduros dessa
palmeira em diferentes regides e grupos de plaaaorte de Minas Gerais.
Determinar o conteido de DNA e avaliar a qualiddds analises de
citometria de fluxo enB. capitatade diferentes estruturas originadas a partir
de vérias fases da germinadg#ovitro de embrides zigoéticos, bem como

caracterizar morfologica e anatomicamente o matestadado.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 O bioma Cerrado

O bioma Cerrado ocupa uma area de mais de 204]hbeaxide
hectares equivalente a 2 milhdes de Km2 na partgatalo pais e abrange
os estados da Bahia, Goias, Maranhdo, Mato Grdztm, Grosso do Sul,
Minas Gerais, Parana, Piaui, Sdo Paulo e Tocg@#NO0 et al., 2010).

Grande parte desse bioma é composta por relevasspla solos
profundos (latossolos) o que favorece a mecanizagda agricultura
(FEARNSIDE, 2001). O clima predominante é o tropicsazonal
caracterizado por inverno seco e verdo chuvoso teonperaturas médias
anuais em torno de 22-23°C. A precipitacdo médiaalaé bastante
heterogénea e varia entre 1200 e 1800 mm. No medednaio a setembro,
os indices pluviométricos mensais reduzem-se hastaa umidade relativa
do ar permanece entre 10 e 30%, podendo ocorrers semlongadas
(BRASIL, 2009). A estacao chuvosa concentra-semeses de outubro a
marco.

Os recursos hidricos sdo compostos por uma exteake de rios.
Trés dos principais rios brasileiros tém suas massegresentes nesse bioma
(Sao Francisco, Tocantins-Araguaia e Parand). AimolaCerrado estdo
presentes oito das doze bacias hidrograficas eirasil(OLIVEIRA FILHO;
LIMA, 2002).

A vegetacdo do Cerrado € bastante heterogénealeSantos onze
tipos fitofisiondmicos distribuidos em trés classesndo eles: formacdes
florestais: compostas por Mata Ciliar, Mata de GaleMata Seca e
Cerradédo; formacdes savanicas: Cerradosustrictu, Parque de Cerrado,
Palmeiral e Veredal e Formagdes campestres: Camjpp&mpo Rupestre
e Campo Limpo. Cada qual com uma vegetacgéao caisttar que vao desde
florestas associadas a cursos-d’aguas, passande@spatos arboreos e

arbustivo-herbaceo, definidos com as arvores bigttas aleatoriamente
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sobre o terreno em diferentes densidades (BRASID/R Esse bioma é
considerado a mais rica savana tropical em todoundm apresentando
grande diversidade de habitats e espécies dos é4%gktais endémicos,
12% estao presentes no Brasil, jA para os mamjfpassaros, répteis e
anfibios a porcentagem de endemismo chega a 9,5, 37% e 28%
respectivamente (KLINK; MACHADO, 2005).

Ha no cerrado diversos usos, sendo o principalriaudtyira para a
producdo de grdos e pastagens (PHALAN et al., 204@)pximadamente
80 milhdes de hectares foram utilizados para efipatidades, o0 que
corresponde a 56% de terras adequadas para alagaiéatensiva, somente
nos estados de Goias, Minas Gerais e Mato GrossButlanais de 35,8
milhdes de hectares sdo ocupados por pastagens) 8A&l., 2010). Por ser
rico em diversidade de vegetais varias espéciesutizadas nos mais
diversos fins, sendo as principais a alimentac&opppulacdes locais que
utilizam frutos, raizes, folhas como matéria-prineafabricacdo de polpas,
licores, producdo de Oleos, ceras, farmacos, caxeée ornamentos
(OLIVEIRA et al., 2012; SOUZA JUNIOR et al., 2013ps produtos
obtidos contribuem para a geracdo de emprego eardadagricultores,
camponeses e extrativistas, que comercializam gmgutos em feiras e
comércios locais (COULY; SIST, 2013).

Entretanto, devido principalmente a essa expangdizoi, que
promoveu a remoc¢do de extensas areas nativas, tem por meio de
praticas de producdo como a aplicacdo intensiva ageoquimicos
(fertilizantes, inseticidas, herbicidas) remocdo stlo, contaminacdo e
esgotamentos de recursos hidricos (KLINK; MACHAL2005), esse bioma
foi incluso em areas prioritarias para a consewas&ndo uma das 25
regides dehotspotsmundiais (SANO et al., 2010). Dados do Ministé&tm
Meio Ambiente evidenciam o rapido desmatamentoeesdgranos de 2002 a
2008 cerca de 85.074 km? de vegetacdo foram rem®widque representa
uma taxa anual naquele periodo de 14.200 km%/aRAFH., 2009). Além

disso, o bioma Cerrado sofre com a exploracéo regimente predatéria de
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seu material lenhoso para produgdo de carvao. Apépto do bioma
Cerrado encontram-se preservados, dos quais 1llidenilde hectares sdo
campos, 764.000 ha de florestas e 413 mil hectigegastagens naturais
estdo totalmente protegidos em 15 parques nacidviaishado et al. (2004)
ressaltam que mais de 20% das espécies endémicameacadas

permanecem externas a parques e reservas florestais

2.2 Coquinho-azedo, caracterizacdo, usos e localiza

O coquinho-azed®utia capitata(Mart.) Becc. familiaArecaceae
também conhecido como coco cabecudo € uma palmaiiga do bioma
Cerrado. Segundo Jones (1995), essa frutifera nperté subfamilia
Arecoideae tribo Cocoeaee subtriboButiinae Essa espécie € comumente
encontrada em &reas proximas a rios, veredas ddesegle chapada
(AMARAL, 2011) e esta distribuida nos estados deaddi Gerais, Bahia e
Goias (LORENZI et al., 2010).

Apresenta como caracteristicas gerais: folhas psaarqueadas de
coloracdo verde-acinzentadas e o caule € do tipto esu estipe de
aproximadamente 2,0 de altura (LORENZI et al., 2010). A floracdo ocorre
nos meses de maio a setembro com uma média 2gtesdEncias por
planta, que sdo protegidas por uma espata lenAgsaflorescéncias de
coloracdo amarela sdo formadas por pedunculo, xonogintral (raquis), e
ramificacdes laterais (raquilas), nas quais estéeridas flores unissexuais.
As flores femininas encontram-se apenas na reg8al lwa raquila, sendo
essas rodeadas por duas masculinas e nessa rbgéiwasse dicogamia do
tipo protandria, uma vez que a antese das floresutinas ocorre antes da
maturacao das flores femininas (MERCADANTE-SIMOESlg 2006).

A frutificacdo dessa espécie ocorre nos meses WO a janeiro
com um pico de producdo em dezembro, os frutosadreapmestiveis com
epicarpo na coloragdo amarela, roxo ou vermellaeada (MOURA et al.,

2010) apresentam polpa firme e bastante fibrosa c@mprimento
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longitudinal em média de 26 mm e 11 mm de diametreatorial (MOURA
et al., 2008). No interior do fruto hd um pirénie fdrmato oval composto
por endocarpo rigido, lenhoso e lignificado, de omtdo marrom
enegrecida, apresentando trés poros germinativgérédio pode conter de
uma até trés sementes, que apresentam formatadimegm o endosperma,
ocupando quase toda a cavidade da semente e € dgitkp com coloracdo
esbranquicada e brilhante (MAGALHAES et al., 2013).

A essa palmeira sdo atribuidos diversos usos, amrpdncipal a
alimentacdo, no consumin naturae bebida na forma de suco, também é
utilizado no preparo de polpas, doces e licoresmCas folhas séo
produzidas vassouras e chapéus essas comumeitadas| para prensar
farinhas por comunidades locais (AMARAL, 2011). Avgte € usada em
projetos de jardinagem e paisagismo, possuindodgraalor ornamental.
Além disso, pode ser usada em programas ambieptaisjpalmente em
areas para a recuperagao de matas ciliares, ungueezssa espécie € tipica
de locais préximos as margens dos rios e correfgosecendo, assim,
também alimento para a fauna (MAGALHAES, 2013).d%p amplamente
procurada e valorizada na regido é fonte de readagequenos agricultores
e extrativistas, a qual € amplamente comercializaolacomércio local,
escolas, creches, hospitais e restaurantes popul@erca de 80% da
producdo recente de cooperativas da regido nortdidas Gerais foi
adquirida por esse mercado, seja via Programa désiégo de Alimentos
(PAA) ou pela negociacdo direta com prefeituras NBAS; SANTA
ROSA, 2005).

2.3 Importancia dos nutrientes na alimentacdo humaan

As dietas ricas em frutas e vegetais sdao amplameotenendadas
pelas suas propriedades promotoras para a saudes F¢ vegetais tém
ocupado um lugar de destaque na dieta em fun¢g&oadeconcentragdes de

vitaminas, em especial vitaminas C e A; minerajsinais recentemente
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fitoprodutos quimicos, especialmente antioxidamiésm disso, frutas e
vegetais sdo excelentes em fonte de fibra (SLAMINOYD, 2003). No
Brasil a Agéncia Nacional de Vigilancia SanitarRN{/ISA) estabeleceu
uma resolucdo com a ingestdo diaria de nutrieraes adultos, criancas,
mulheres gravidas e adolescentes. Uma dieta baldaa®orreta € capaz de
trazer inUmeros beneficios a salde humana, poisndinD estresse,
ansiedade, irritabilidade, facilita o controle des@ e humor. Além disso,
auxilia também no controle de diversas doencasierdae a recuperacdo
mais rapida. Para quem pratica esportes traz niethem seus rendimentos,
além de potencializar o desenvolvimento fisicogniovo.

Cada nutriente exerce uma funcao especifica naisiga humano
podendo ser reguladora, construtora, energéticeatalizadora. Dentre os
nutrientes destacam-se as proteinas que exerceios vémpregos no
organismo destacando-se dentre eles as fungOestuess, pois sao
constituintes béasicos de fibras musculares, calmdeps, dentes e pele;
catalisadores como as enzimas importantes em acedacdes bioquimicas;
reguladores do metabolismo e sistema imunolég&@slfibras alimentares
formam um conjunto de substancias derivadas detaisgesistentes a acao
das enzimas digestivas humanas. Podem ser cladsi§i@m fibras solaveis
e fibras insoluveis, conforme a solubilidade desssamponentes em agua.
A maior parte das pectinas, gomas e certas herttisehisao fibras sollveis,
enquanto celulose, algumas pectinas, grande padehdmiceluloses e
lignina sado fibras insoliveis (MATOS; MARTINS, 20Q0Ms fibras sao
responsaveis, por exemplo, pelo aumento da visagsiddo conteldo
intestinal e reducdo do colesterol plasmatico, auame o volume do bolo
fecal, reduzem o tempo de transito no intestinosgpp e tornam a
eliminacao fecal mais facil e rapida. As fibrasulagzam o funcionamento
intestinal, o que as torna relevantes para o bean-éas pessoas saudaveis e
para o tratamento dietético de varias patologia®AT¥S; MARTINS,
2000).
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Os compostos fendlicos apresentam um grupo hidrdigiado a um
anel aromético. Podem ser sintetizados nas plantzextir de duas rotas:
uma do &cido chiquimico e outra do acido mevalgniemdo como
subclasses os flavonoides, &cidos fendlicos, tanitigninas, xantonas
(ALMEIDA, 1988).

Os compostos fendlicos exibem inimeras propriedfisiesdgicas,
tais como antialérgicos, anti-inflamatérios, antirabianos, antioxidantes,
cardioprotetores e vasodilatadores e antitrombgitic®@s compostos
fendlicos tém sido associados com os beneficias gpaalde decorrentes do
consumo de altos niveis de frutas e vegetais. &wribides constituem o
maior grupo dos compostos fendlicos, sendo respehpér mais da metade
de oito mil compostos fendlicos que ocorrem natoeate (GIADA,
MANCINI FILHO, 2006). A atividade antioxidante deuitos compostos
fendlicos é, essencialmente, resultado da fac#idain a qual um &tomo de
hidrogénio de um grupo hidroxil (OH) da sua eswraitaroméatica € doado
para um radical livre. Entre os compostos fendlidasdieta com uma
reconhecida atividade antioxidante, destacam-sdlayenoides, taninos,
chalconas, cumarinas e os acidos fendlicos (GIADWNCINI FILHO,
2006). A atividade antioxidante dessas substaicaesinteresse nutricional,
uma vez que tem sido associada a potencializac&bedes promotores da
saude.

A vitamina C ou acido ascorbico € uma molécula semda
na hidroxilacdo de vérias outras em reac¢des bidgagmas células. Essa
vitamina desempenha varios papéis, sendo importaatesintese de
colageno, hormoénio, neurotransmissores e o metaholi de alguns
aminodcidos e outras vitaminas. Auxilia o figado desintoxicacdo de
substancias téxicas e no combate a infeccbes, d&rper um excelente
composto antioxidante (WALINGO, 2005).

Os sais minerais sdo substancias inorganicas oeespm ser
consumidas para que haja um bom funcionamento ganmmo. A falta

desses nutrientes pode causar graves prejuizosganismo, até mesmo a
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morte. Os sais minerais podem ser encontrados &g formas nos

organismos vivos: na forma de ions; na forma detais ou associados a
moléculas organicas. A ANVISA recomenda a ingest@o/00 mg/dia de

fésforo, célcio 1000 mg/dia, magnésio 260 mg/déar,of 14 mg/dia, zinco 7

mg/dia. A deficiéncia desses minerais pode traggps prejuizos a saude
humana. O fosforo tem a funcédo de tamponar sisté@cides ou alcalinos,

auxiliando na manutencéo do pH, no armazenamentpario de energia

provinda do metabolismo de macronutrientes, na dome adenosina
trifosfato (ATP), além de ser responsavel pelaagfo, por meio da

fosforilagdo de diversas cascatas enzimaticas (@DAYO, 2007).

Ja a deficiéncia de ferro pode causar anemia mrtak; raquitismo,
menor resisténcia a infecgdes. A deficiéncia deazpode causar atraso no
crescimento, dermatite, diarreia. O magnésio ppatina formagédo e
utilizacdo de ligagbes quimicas ricas em energ@ sfio a base de toda a
atividade biologica na célula. O magnésio é indispeel tanto para a
sintese e nas reacdes de acdo do ATP, e mais énasndependendo ATP
precisam de magnésio, seja para carboidratos,idfpichuclear, ou o
metabolismo de proteinas. Sua deficiéncia é gerdkn ligada a
Espasmofilia, um estado caracterizado por tetargéan scalcio ser

gquantitativamente baixa no organismo (BOURRE, 2006)

2.4 Diversidade genética e tipos de marcadores

A avaliacao da diversidade genética dos vegetais émportante
parametro para a definicho de programas de manegjonservagdo de
espécies, principalmente para aquelas sob fortsgoeantrépica (CIAMPI
et al.,, 2007; VARSHNEY; GRANER; SORRELLS, 2005).sEs estudos
permitem a distincdo de populacdes, além de indichviduos superiores
que tenham elevado potencial agronémico, desd®dugdio de frutos em
qualidade e quantidade, a resisténcia a pragasmca®, precocidade de

producdo, dentre outras. Com a expansdo da produgfidcola,
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principalmente, em areas nativas, muitas espéae®levado potencial

ambiental, econémico e social encontram-se amesc¢d&tse quadro se
agrava diante de espécies que sao endémicas emmideros biomas.

Tornam-se urgentes estudos que atestem parametmodtiops nessas
populagBes, pois muito material interessante vardaseerdido. Namkoong

et al. (1996) relatam que a sobrevivéncia e a e@olde espécies a longo
prazo dependem da diversidade genética. Portantconbecimento do

estado atual de diversidade de recursos genéliresthis é importante para
a geracao de programas de conservacao, domestidacflantas nativas,
formacédo de bancos de germoplasma e programaslideramaento genético

(VARSHNEY; GRANER; SORRELLS, 2005).

Existem trés tipos de marcadores, que podem skzadtis para
avaliar a diversidade genética vegetal, cada umesaptando suas
especificidades, vantagens e desvantagens. Osduosgsanorfoldgicos sao
caracterisiticas fenotipicas de facil visualizacamo cor, formato, altura,
entretanto, podem ser facilmente modificados podigdes ambientais e
seu uso deve ser restrito principalmente pera efgggncia ambiental
(KUMAR et al., 2009).

Outra classe de marcadores sdo os bioquimicosteazrados pelas
isoenzimas, as quais sdo variantes alélicas denasziodificadas por genes
estruturais. Devido ao fato das enzimas apresentatargas elétricas
decorrente do segmento de aminoacido que as ariacorréncia de uma
mutacdo no DNA um aminoacido € substituido, o gqodepocasionar
alteracdo da carga elétrica da proteina e a coafdo da molécula.
Portanto, as alteracdes nas cargas elétricas, bema a conformacdo das
enzimas podem alterar a taxa de migracdo das pastedm um campo
elétrico, sendo assim possivel averiguar a variajética por meio da
eletroforese (KESAWAT; KUMAR, 2009; KUMAR et al.,0R9). As
isoenzimas sdo marcadores bioquimicos codominAtemdlise pode ser
realizada em qualquer tecido e fase do ciclo da vid um organismo,

incluindo herbario e tecidos mumificados. Entretanpossuem namero



25

limitado (Rafalski et al. 1996) e séo influénciados por apies ambientais,
estadio de desenvolvimento e especificidadade ddagdKUMAR, 1999).
Izoenzimas foram utilizadas por Sawazaki et al.98)9para verificar a
diversidade de palmeiras do génefeaterpe Bactris Syagruse Elaeis.
Neste estudo foram utilizados sete sistemas ernigimsatfosfoglucose
isomerase (PGI), glutamato oxaloacetato transamir(@OT), esterase
(EST), leucinoaminopeptidase (LAP), fosfatase adid&€P), peroxidase
(PRX) e fosfoglucose mutase (PGM). Outros trabatioms izoenzimas para
palmeiras foram realizados por Ballvé (1988) Eradulise E. oleraceae
seus respectivos hibridos. Torres e Tisserat (188@)iaram sete genes,
especificando cinco sistemas enzimaticos, alcoaiddegenase (ADH),
EST, GOT, PGl e PGM elf. guineensis.

Em funcdo dos marcadores morfolégicos e bioquimisesem
influenciados pelo meio ambiente e estadio de debeamento dos tecidos,
0s marcadores moleculares tém sido utilizados comtodo de andlise
genética em estudos populacionais (MOHAMMADI; PRASWA, 2003;
RAFALSKI et al., 1996). Sequéncias diferentes deAD$do caracterizadas
molecularmente. A interpretagdo dos resultados ita fpor meio de
diferentes medidas de dissimilaridade visualizadar pnétodos de
agrupamento (VICENTE et al., 2005). Portanto, essaica apresenta
vantagens em relacdo ao uso de marcadores moduodgibioquimicos, os
quais ndo detectam a variacdo no nivel de DNA.

Define-se por marcadores moleculares diferencase@sencias de
nucleotideos do DNA na posi¢éo correspondente @aassomo homdélogo
de dois individuos diferentes, que seguem um patkdweranca mendeliana
(AGARWAL; SHRIVASTAVA; PADH, 2008; KESAWAT; KUMAR,
2009). Os marcadores moleculares podem ou nao csezlacionados a
expressdo de uma caracteristica fenotipica. Alguprapriedades séo
desejaveis para um bom marcador, sendo a prineipa¢cessidade: ser
altamente polimorfico, possuir heranga codominamteseja, possibilidade

de distinguir os individuos heterozigotos dos hdgaios; ser uniforme e



26

distribuido por todo o genoma, ser de custo bapsta se detectar,
necessitar de pequenas quantidades de DNA no momarandlise, ter alta
reprodutibilidade, facil troca de dados entre lahimios e ndo necessitar de
informacdes prévias sobre o genoma de um organigW@ARWAL;
SHRIVASTAVA; PADH, 2008; KESAWAT; KUMAR, 2009).

Os marcadores moleculares oferecem inUmeras varstagen
relacdo as alternativas convencionais baseadagmdtiffo, pois como eles
sdo ilimitados, estaveis e detectaveis em todosaidos independentemente
do estado de crescimento, diferenciacdo e desem@ito, esses nao sao
influenciados pelo meio ambiente - efeitos epictdti e pleiotropicos
(AGARWAL; SHRIVASTAVA; PADH, 2008; KUMAR, 1999). Os/arios
marcadores moleculares podem ser classificadosifenertes grupos com
base em seu modo de agéo gene (marcadores doreinantedominante) e
método de andlise baseado em hibridizacdo ou naemdaseados em
Polymerase Chain Reaction (PCR) (SEMAGN; BJYRNSTAD;
NDJIONDJOP, 2006). Na andlise por hibrida¢éo ognfirentos de DNA sé&o
cortados em sequéncias especificas com auxilimzeas de restricdo. Na
PCR é reproduzida e replicacdo do DNA vitro, iniciadores se ligam
arbitrariamente em sequéncias especificas do DB, @m seguida o DNA
polimerase realizar a polimerizagdo dos nucleoide®s fragmentos
amplificados sdo separados electroforeticaments @aglrdes de bandas
diferentes sdo detectados por métodos, tais comaolaracdo e
autorradiografia (KESAWAT; KUMAR 2009).

As principais vantagens da técnica de PCR em cag@arcom o
método baseado em hibridacdo sédo: necessidadealpagquena quantidade
de DNA e eliminacdo do uso de radiois6topos, a dutgia é de facil
acesso para pequenos laboratérios em termos deaetpiitos, instalacdes e
custo, ndo € necessario conhecer a sequéncia piévigenoma para
realizacdo das analises de AP-PCR, RAPD, DAF, AELFBSR, apresenta
alto polimorfismo e permite a capacidade de rastsultaneamente
muitos genes (WOLFE; LISTON, 1998).
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Essas vantagens, no entanto, podem variar depemanticnica
escolhida pelo pesquisador. As varias técnicasabdaseem PCR sé&o de dois
tipos, dependendo dos iniciadores utilizados paranglificacdo em
sequéncia arbitraria ou semiarbitraria que se debsru sem informacéo de
sequéncias prévias no genoma (por exemplo, AP-P@R, RAPD, AFLP,
ISSR) jA as técnicas (EST, CAPS, SSR, SCAR, STS$gessdam de
sequéncias conhecidas de DNA (SEMAGN; BJZRNSTAD;JKIDNDJOP,
2006). Portanto, ndo existe um marcador ideal queemple todas essas
caracteristicas e propriedades unicamente, as geargae desvantagens
devem ser averiguadas e definidas conforme osividgedo estudo.

Para as culturas perenes, como é 0 caso das pEN®iuso de
marcadores moleculares apresentam grande impa&tédecido ao progresso
no melhoramento de uma cultura ser muitas vezesiltiifdo pelo seu longo
periodo de producdo (UPADHYAY et al., 2004). Segquddmnadas$owe
e Dawson (2009) para essas espécies locais e ndo domesticad
marcadores moleculares séo importantes ferrameatasntido de mensurar
a diversidade genética de populagbes sub-domessicanli seja, que ja
sofreram ou vem passando por processo de doméstjcague em alguns
casos podem gerar depresséo por endogamia, limitapbdutividade, com
menor oferta de sementes e frutos, menor vigorrdatas e crescimento da
progénie. O que significa que essas arvores podader menos do que 0s
seus pais na maturidade. Sendo assim, uma com@oeapsofundada dos
atuais niveis de variacdo genética e o fluxo gémictwe populacbes de
arvores frutiferas torna-se essencial para detarmidio haver intervencdes
e infusdes para complementar a variagao existé AN ADASS; LOWE;
DAWSON, 20009).

2.5 Marcadores moleculares na diversidade

O primeiro marcador molecular desenvolvido foi d_RRestriction

Fragment Length PolimorfismEssa técnica baseia-se, principalmente, em
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uma classe especial de enzimas, denominadas endénastricdo, as quais
revelam uma diferenca de padrdo entre tamanhosralpsentos de DNA
em organismos individuais. Embora dois individu@ rdesma espécie
apresentem genomas quase idénticos, sempre sdefientis em alguns
nucleotideos devido a um ou mais das seguintesasausutacao,
insercdo/delecdo, translocacdo, inversdo e duglicaAlgumas das
diferencas nas sequéncias de DNA aos sitios dicé@spodem resultar em
ganhos, perdas, ou relocalizacdo de um local decés Assim, a digestao
do DNA com as enzimas de restricdo resulta em feagps cujo nimero e o
tamanho pode variar entre individuos, populacéespeéciefKESAWAT,;
KUMAR, 2009). A técnica ndo é muito amplamenteizdilla porque é
demorada, cara e envolve reagentes radioativostigxalém de necessitar
de grande quantidade de DNA gen6mico e tambémtdeqahlidade. No
entanto os marcadores RFLPs sdao moderadamente ofaios e
codominantes (AGARWAL et al., 2008). Por meio dd_RMBarcelos et al.
(2002) conseguiram distinguir a espéglaeis oleiferadaElaeis guineensjs
além de obter elevado nimero de fragmentos polica&ho total de 278.

A amplificacdo aleatéria de DNA polimérfico (RAP8) baseada
nos pequenos segmentos de DNA, espalhados e dosdb longo de um
genoma (RAFALSKI et al., 1996) o que lhes confeedguma desvantagem,
pois individuos heterozigotos ndo séo diferenciadies individuos
dominantes homozigotos e ndo é possivel identifloeterozigotos em
populagbes F2 (KUMAR, 1999). Entretanto, as demgens sao
compensadas por inUmeras vantagens, esse aindet®do de escolha para
muitos laboratérios devido a sua simplicidade, dabusto e menor
necessidade de infraestrutura (UPADHYAY et al., 08 acessivel para
nao especialistas, exige quantidades muito pequ&NA e elimina uso
da radioatividade (RAFALSKI et al., 1996). Essetie marcador também
€ uma ferramenta, principalmente, para espéciéganajue nao possuem
iniciadores desenvolvidos para analises SRRs (JAMNADASSWE;
DAWSON, 2009). Na literatura, consta de inUmeros estaeodiversidade
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genética paraArecaceae por meio de marcadores (RAPD). HRutia
odoratados22 genotipos avaliados verificou-se grande diverdgenética
(NUNES et al., 2008). Oliveira et al. (2007) obseam para 116 acessos de
Euterpe oleraceaampla diversidade genética que foram geradas @8r 2
bandas polimoérficas bem acima no nimero ideal. Bomocomia aculeata
foi analisada a diversidade genética de populadéemacauba na regido
norte do estado de Minas Gerais encontrou-se aliess de diversidade
genética dentro das popula¢cfes estudadas. (OLIVERE, 2012). Outros
trabalhos com palmeiras utilizando-se de marcad®id3D evidenciaram a
eficiéncia desse marcador em analisar a diversigati® populacbes de
palmeiras, sendo eles os estudos conduzidos pekiBnar e Renuka (2006)
paraCalamus thwaitesiiCocus nuciferfUPADHYAY et al., 2004), para a
hibridagdo entrd”hoenix canariensig Phoenix dactyliferdf GONZALEZ-
PEREZ; CAUJAPE-CASTELLS; SOSA, 2004)rithrinax brasiliensis
(CIAMPI; SUJII; ALEGRIA, 2007); Bactris gasipaes(ARAUJO et al.,,
2010) eOenaocarpus Mapor@OURA; OLIVEIRA, 2012).

Para superar a limitagéo de reprodutibilidade asdacom RAPD a
tecnologia AFLP foi desenvolvida e combinada comaciristicas da
técnica de RFLP mantendo a flexibilidade da teagial®haseada em PCR
(AGARWAL; SHRIVASTAVA; PADH, 2008). A analise enve¢ a
digestdo do DNA genbémico (cerca de 500 ng) com gorabinacdo de
enzimas (EcoRI ou Pstl), seguidas de adaptadargsifizacao seletiva dos
fragmentos via PCR, eletroforese em géis de a#taluedo e visualizacao
com gel de prata (SEMAGN; BJORNSTAD; NDJIONDJOPO&0 A
técnica pode ser usada para distinguir individntsmamente relacionados
em nivel de subespécies e também pode identiferaesy Apresenta como
vantagens: ser altamente confiavel e reprodutingel, necessita de qualquer
informacao sobre a sequéncia de DNA, é rico enrrmdgdes devido a sua
capacidade de analisar um grande numero de locdsnOpficos
simultaneamente. Em contraste com a técnica de RABDimitacbes de

AFLP incluem a exigéncia de um maior niumero degssas técnica, DNA
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livre de compostos inibidores que interferem nadnesis e como restricdo
exige a utilizacdo de gel de poliacrilamida em cio@gio com sais de prata
AgNOzde coloracdo e sdo marcadores dominantes como RBPMAGN,;
BJZRNSTAD; NDJIONDJOP, 2006).

Com o géneroButia o estudo de diversidade realizado para a
caracterizacdo das populacbes com marcadores AENBlou grande
presenca de locos polimérficos. Pela analise mi@deada variancia foi
possivel verificar que 83,68% da diversidade geaétdo atribuidas a
variacdo entre populacdes e 13,67% sdo atribuidadifarencas entre
populacbes (BUTTOW et al., 2010). Hiaterpe eduligpalmeira nativa da
mata atlantica), foram obtidos 429 fragmentos empddulacdes, os estudos
permitiram correlacionar a distancia genética codistéancia geografica o
que provavelmente esta ligado a fragmentacéo desse (CARDOSO et
al., 2000). Outros estudos realizados com marcad@ELP foram
conduzidos por Ashraf et al. (2005) p&taoenix dactylifera por Gomes et
al. (2011) pardauritia flexuosa

As ISSRs Ipter Simple Sequence Repga8o fragmentos de DNA
de cerca 100-3000 pb localizados adjacente e opesta a regides de
microssatélites (KUMAR et al., 2009). As ISSRs usiaiiadores mais
longos (15-30pb) em relagdo aos de RAPD (10 phg, mprmitem o uso
subsequente de elevada temperatura de anelamentogduz a um maior
rigor. Os produtos amplificados sdo geralmente @@-ZD00 pb de
comprimento e passiveis de deteccdo em gel desagaNm entanto, ndo
necessitam de informacdes prévias de sequénciemion. A técnica é
simples e rapida, marcadores ISSR geralmente apa@se alto
polimorfismo, embora o nivel de polimorfismo tenth@monstrado variar
como em RAPD, a reprodutibilidade e a heranca dantésao as principais
limitacbes das ISSRs (AGARWAL; SHRIVASTAVA; PADH, 028).
Alguns estudos de diversidade genética de palm@rasdemonstrado que
esse marcador é eficiente em detectar a diverseasiente nas populagdes,

na separacdo de espécies e na correlacdo comecatanas fenotipicas de
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frutos. Hamza et al. (2012) verificaram formagdesguupos distintos de
palmeiraPhoenix dactyliferae a correlacdo desse marcador na identificacdo
de frutos macios a mais consistentes. Rossato. €2@07) permitiram a
confirmacado da informacao taxonémica botanica, @ardo as populacdes
de B. eriospathade sete locai3. yatayde duas localidadeB,. odoratade
uma localidadeB. capitatade duas localidades e um grupo externo formado
por uma populacdo dgyagrus romanzoffiana um hibrido entr@utia sp.e
Syagrus romanzoffiana

Os marcadores microssatélites ou sequéncias reagtisimples
(SSRs) sédo individualmente amplificadas por reagin cadeia da
polimerase (MULLIS et al., 1986), utilizando-se gmde oligonucleotideos
e iniciadoresespecificos para o DNA que flanqueiam a sequésiR.Sao
Uteis em Vvéarias aplicagdes, por sua natureza nélite heranca
codominante, abundancia relativa e boa coberturgedoma (RAFALSKI
et al.,, 1996; VARSHNEY; GRANER; SORRELLS, 2005). nTésido
associados com os mais altos niveis de polimorfisgsaltado do elevado
namero de locos SSR (MORGANTE; OLIVIERI, 1993; TADT1989)
tornando-os potencialmente a classe mais inforaadi® marcadoresA
principal restricdo do uso de marcadores microsséa partir de
bibliotecas genémicas € o custo elevado e esf@cessario para se obter os
iniciadores Geralmente esse processo € demorado e caro iteudsde
grandes numeros de clones para encontrar as re§BBs (SEMAGN;
BJZRNSTAD; NDJIONDJOP, 2006).

Para algumas espécies de palmeiras, trabalhos foomauzidos
para o desenvolvimento dprimes SSR como emBactris gasipaes
(MARTINEZ et al., 2002) e Chamaedorea elegans(CIBRIAN-
JARAMILLO et al.,, 2008). O uso de microssatélitesn eestudos de
diversidade genética revelou altos niveis de pafisrao paraC. nucifera
(RAJESH et al.,, 2008)P. dactylifera (ZEHDI et al., 2004),Elaeis
guineensigBILLOTTE et al., 2005)Phoenixatlantica (HENDERSON et
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al., 2006), B. gasipaes(COUVREUR et al., 2006; UGALDE; URPI;
ROCHA, 2008).

2.6 Citometria de fluxo

A citometria de fluxo consiste da tecnologia quidizat radiacdo a
laser, fluxo hidrodinamico, 6tica, substancias fluoreges (fluorocromos) e
recursos de informética para determinar algumaectaristicas estruturais e
funcionais de células, protozoarios e bactériasflgeen em uma suspenséo
liguida (OCHATT, 2008). Essa técnica teve inicionctoldavan (1934)
gue desenvolveu um contador de células sob um saigpio 6tico, no qual
havia um detector fotoelétrico que registrava asggsm das células de
acordo com a mudanca da luz. Seu uso inicial naicmeddeu-se na
hematologia com a contagem celular, formula ledéde, andlise da
medula 6ssea, dentre outros (LAGUADO, 2007). Amgtria de fluxo é
uma tecnologia de rapido crescimento e desenvoimepois permite
examinar muitas propriedades nas células em peguetgovalos de tempo.
Consiste de um excelente método que permite obtex aproximacao
sensivel, rapida e especifica em diversas aplisa¢t@&sUADO, 2007).

A estimativa do conteddo em DNA nuclear foi a pinaa¢HELLER,
1973) e continua a ser a principal utilizacdo danoetria de fluxo em
plantas. Para a andlise de vegetais algumas nexglifis sdo necessarias no
preparo da amostra. O tecido vegetal é obtido @dgovens e sadias, que
sdo postas em placas getri contendo um tampdao, as folhas sdo entdo
picotadas para a liberacdo dos nucleos intactod BRAITH et al., 1983),
as amostras sao previamente filtradas em gaze teriposiente em filtro
milipore. A suspensdo liquida, que contém os ndcleo analisar €
introduzida no centro da camara de fluxo. As pald&; que séo forcadas a
moverem-se, em fluido laminar (DOLEZEL, 1997) e wmama intersetam
um feixe de iluminacdo bastante intenso. Quanduadsculas intersetam o

feixe de luz, ocorre a emissdo de fluorescénciga @tensidade esta



33

dependente das caracteristicas das particulas (E®ERL et al.,2002).
Os fotdes que sao dispersos frontalmente véo sebioos e analisados por
um fotodiodo (detector da dispersédo frontal) e o G&o0 dispersos
ortogonalmente (90°) sdo recebidos por uma sérifitdes Opticos e sdo
analisados em tubos fotomultiplicadores (dispetaaral e fluorescéncia)
(CORTE-REAL et al., 2002). Os diferentes tipos illeos 6pticos (fong-
pass, “short-pas passagem de banda e espelhos dicroicos) dividem
emissao fluorescente permitindo a medicdo simudtade varios corantes
fluorescentes (DOLEZEL, 1991).

Na agricultura a citrometria de fluxo pode serizdilia em diversos
estudos como a determinacao do contetdo de DNAetezcao de hibridos
interespecificos, que sdo muitas vezes utilizadawa ptransferir
caracteristicas de interesse de uma espécie pdra, o controle da
estabilidade do nivel de ploidia, na deteccdo deiploidia, na taxonomia,
em estudos do ciclo celular, na identificacdo denapia, em estudos de
caracterizacdo cariotipica, e na detec¢do de peste(OCHATT, 2008).
Entretanto, para que haja confiabilidade nas aslig necessidade de um
protocolo bem definido para cada espécie vegetlcgmtemple o tipo de
material analisado, o tipo de tampéao mais adequadgo de exposicao do
material ao tampéo, quantidade e tipo de fluorooromiizado (OCHATT,
2008). Do contrario os resultados podem apresevaiores que nao
correspondem as quantidades veridicas de DNA datearanalisadas.

Os estudos que contemplam a citometria de fluxgaimeiras sdo
escassos. Alguns trabalhos determinaram o contéélddNA como no de
Rival et al. (1997) conklaeis guineensigue realizaram uma comparagao
do contetdo de DNA de calos e plantulas obtidasitro e a partir de
sementes. O tamanho do genomd&dguineensisfoi de 3,76 pg. Em outro
estudo comE. guineensidoram testados diferentes espécies-padréo para
estimativa do conteudo de DNA que variou conforngadrao sendo para
Zea Mayq4,72 pg), enquanto que o conteudo de DNA foi mepando se

utiliza de sojaGlycine max Polanka) 3,77 pg ou de tomakgcopersicon
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esculentuncv. Stupicke ) (4,25pg ) como uma referéncia (PRVAT et
al., 2005). ComA. aculeatapor meio da citometria de fluxo estimou-se a
quantidade da relacdo A-T e C-G no genoma desgaiegpue foi de 58,3%
e 41,7% respectivamente (ABREU et al., 2011).
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SEGUNDA PARTE

Artigo 1: Diversidade genética de populacBes deéButia Capitata
ameacadas de extincdo: implicacdes para a conserdac
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RESUMO

O bioma Cerrado presente na regido central do|Brassui grande
diversidade e endemismo de flora e fauBatia capitataé uma palmeira
nativa desse bioma que possui grande potencial 6etgoa, social e
ambiental. Objetivou-se com este trabalho idemtifie@ quantificar a
diversidade genética de quatro populacdes naterdiagmentadas dB.
capitatano norte de Minas Gerais, Brasil e uma colecamdd no Instituto
de Ciéncias Agrérias (ICA) da UFMG utilizando maloees ISSR.
Caracterizou-se a diversidade genética entre 98tiges deB. capitatapor
meio de marcadores ISSR utilizando-se 11 iniciaglofe matriz binaria
utilizada para a obtencdo das dissimilaridades tgaisé estimadas pelo
coeficiente de Jaccard as quais foram representemiasm dendrograma
gerado pelo método UPGMA. As populacdes tambémnfoagrupadas
considerando a andlise de divergéncia genéticare@madas principais por
fim foi realizada a inferéncidayesiana Os iniciadoresrevelaram 141
bandas polimérficas e a diversidade genética vatieu),392 a 0,82. A
analise de agrupamento produziu um dendrogramaejumitiu a formacao
de trés grupos para as populacBes estudadas, einpricomposto por
genatipos de Cristalia e ICA, o segundo formadoipdividuos de Bonito
de Minas, Abdboras e ICA e o terceiro constituidaydnotipos de Mirabela
e Cristalia. A maior parte da diversidade genétixarre dentro das
populacdes deéB. capitata,sendo a menor diversidade observada para a
populacdo de Mirabela. A inferénciBayesianareagrupou as populacdes
originais em quatro populag@es redistribuindo abviduos de ICA para as
populacdes de Abdboras e Cristélia.

Palavras-chave: Arecaceae Marcadores moleculares ISSRAnalise
Bayesiana.
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ABSTRACT

The Cerrado biome in the central region of Braas lyreat diversity
and endemism of flora and faurautia capitatais a palm native to this
biome and has great economic, social and envirotahpotential. The aim
of this work was to identify and quantify the geaetiversity of four natural
and fragmented populations 8futia capitatain Northern Minas Gerais,
Brazil and one collection located at the InstitofeAgricultural Sciences
(ICA) UFMG using ISSR markers. The genetic divgrsamong 93
genotypes oButia capitatawas characterized using 11 ISSR primers. The
binary matrix was used to estimate the genetidrdiksities estimated by
Jaccard coefficient which were represented in addmmam generated by
UPGMA method. Populations were also grouped conisigehe analysis of
genetic divergence and principal coordinates, firahyesian inference was
performed. The primers revealed 141 polymorphic dsamand genetic
diversity ranged from 0.392 to 0.82. Cluster arialpsoduced a dendrogram
that allowed the formation of three groups for gopulations studied , the
first composed of genotypes Cristélia, ICA and dexond formed by
individuals of Bonito de Minas, Abdboras and ICAdathe third consisting
of genotypes of Mirabela and Cristalia. Most gandtiversity occurs within
populations of B. capitata with the lowest diversibbserved for the
population of Mirabela. The Bayesian inference oeged the original
populations in four populations redistributing widuals of ICA in the
Abdboras and Cristalia populations.

Keywords: ArecaceaelSSR molecular markers. Bayesian analysis.
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1 INTRODUCAO

7

O bioma Cerrado é o segundo maior do Brasil, redguio por
23,9% da area do pais, esta presente em 11 estaddsiros (Rada, 2013)
e engloba uma area de 204,7 milhdes de hectaré¢@A al., 2010). Esse
bioma apresenta grande diversidade de habitaséeies sendo que 40% da
flora sdo endémicas (KLINK; MACHADO, 2005). Entreta, devido a
producdo de grdos no Brasil, que se concentramen@dd, extensas areas
de vegetacdes naturais foram removidas favorecaraineaca de extingédo
de muitas espécies, o que levou esse bioma achgidim na lista ddotspots
(KLINK; MACHADO, 2005). Dentre as espécies ameagatia extingdo, no
Cerrado encontram-se as palmeiras, fandifiecaceagas quais apresentam
grande importancia econémica, ambiental e sociamlsénportante fonte de
alimento, fibras, O6leos, combustiveis, medicina®@namentais e na
confeccdo de artesanatos (COULY; SIST, 2013; VIEHRAI., 2012).

Uma das espécies de palmeira nativa ameacadaidedexé aButia
capitataMart. Becc. conhecida popularmente como coquirdeai@a ou coco
cabecudo. Essa frutifera é fonte de renda paraepeguagricultores e
extrativistas, sendo consumida principalmenteaturana forma processada
de polpas, sucos, doces, licores e picolés (FARlAlg 2008). Possui
grande valor ornamental, podendo ser utilizada enefos de paisagismos,
e apresenta elevada importancia ambiental, umaquez é encontrada
margeando rios e serve de alimento para a faunh loc

Os frutos deB. capitata sdo obtidos por meio de populagdes
naturais, uma vez que essa frutifera ainda nadofoiesticada e ndo existem
pomares comerciais. Por comumente habitar areésripeess para o plantio
pelos agricultores, e ser explorada intensivamee extrativistas que
coletam os frutos de maior vigor e de melhor qaaléB. capitataencontra-
se ameacada de extingdo. E, portanto, necessatiorat uma estratégia
visando a conservacao da espécie que contemplesidade existente e as

necessidades locais. A manutencdo da biodiversidddpende da
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disponibilidade de ecossistemas funcionais que, u@& vez, requerem
diversidade de espécies (SHIMIZU, 2007).

Os marcadores moleculares de DNA sdo amplamenizadtis na
quantificacdo da diversidade genética de espéeittsan, uma vez que, ndo
sdo influenciados pelo meio ambiente como ocorm® ©3 marcadores
morfoldgicos, cuja expressao também é alteradanpemracdes epistaticas e
pleiotropicas (KUMAR, 1999). Os marcadores de DNdsguem nimero
ilimitado, séo facilmente detectados e a herang@rétorada (KESAWAT,;
KUMAR, 2009; KUMAR et al., 2009)

Os marcadores ISSRnfer Simple Sequence Repgatgilizam
iniciadores maiores (15-30pb), em comparacdo cormiomdores RAPD
(10pb), os quais permitem a utilizagdo de tempeaatmais elevadas, além
de exibirem a especificidade dos marcadores miatél#ges, contudo nao
necessitam de informacdes prévias sobre o genoaw, dsstribuidos
aleatoriamente ao longo do DNA e geralmente aptasealto polimorfismo
(KESAWAT; KUMAR, 2009).Alguns estudos de diversidade com o género
Butia no Rio Grande do Sul foram realizados utilizandocadores ISSR
revelando grande variac@@rapopulacionaéntre os genétipos desse género
além de ter sido eficiente na separacéo das vésjaécies pertencentes ao
géneroButia (GAIERO et al., 2011; ROSSATO et al., 2007). Mdaas
ISSR também foram utilizados para verificar a diidade de gendétipos de
Phoenix dactyliferaL. Hamza et al. (2012)erificaram um elevado
polimorfismo e reprodutibilidade dos resultados.nde eficiente na
caracterizacdo das populacdes estudadas e na farrdacgrupos distintos
Srivashtav et al. (2013) observaram que esses daemforam ferramentas
eficazes para discriminar os varios genétipos dpabkaeira além de atestar
a separacao das plantas por sexo uma vez quessddrama espécie dioica.

Até 0 momento ndo foram realizados estudos pargEander a
diversidade presente nos materiais selvagen8.deapitatano norte de
Minas Gerais, 0os quais apresentam grande diversidad relacéo a cor,

sabor, aroma e formato dos frutos. Diante do erpolsfetivou-se com este
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trabalho identificar e quantificar a diversidadegéa de quatro populacdes
naturais e fragmentadas Be capitatano norte de Minas Gerais, Brasil e
uma colecdo situada no Instituto de Ciéncias Agsa(iCA) da UFMG
utilizando marcadores ISSR.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Caracterizagéo das populagbes

As populacfes dButia capitataestudadas encontram-se situadas na
mesorregido do norte de Minas Gerais, Brasil. Formmostrados 93
individuos em fase de producao, distribuidos emacpopulacdes situadas
em quatro municipios: Cristlia, Bonito de Minasjrdédela e Montes
Claros. Quatro populagdes sdos nativas e explosmammicamente e uma
faz parte do pomar experimental de aproximadantmaigos do Instituto de
Ciéncias Agrarias (ICA) da Universidade FederaMieras Gerais (Figura
1). As areas ocupadas pelas plantaB.deapitatasdo, em geral, pequenas e
0s agricultores comumente realizam plantios intedos removendo
constantemente o solo, dificultando a regeneragfioral da espécie, além
disso, realizam constantemente a formacao de pastagcriacdo de gado.
As plantas foram georreferenciadas utilizando oadba GPS Garmim Plus
lll. As coordenadas geograficas e o numero de gdaramostradas

encontram-se na (Tabela 1).
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Figura 1 Distribuicdo geogréafica das populacbesBdéa capitataoriundas dos
municipios de Bonito de Minas (B), Mirabela (M), @oras (A), ICA (I) e
Cristalia (C) no norte de Minas Gerais

Tabela 1 Coordenadas geograficas de populacbeButia capitata e
nameros de plantas amostradas em quatro localidime®rte de

Minas Gerais

Populacao Latitude Longitude Amostras
Bonito de Minas (B) 15.434.037 44.691.877 21
Abéboras (A) - Montes Claros 16.915.687 43.937.155 17
ICA (1) - Montes Claros 16.682.370 43.839.108 20
Cristalia (C) 16.723.888 42.879.871 21
Mirabela (M) 16.266.282 44.691.977 14

2.2 Extracdo do DNA e amplificacdo por meio de maaxiores ISSR

Para a extragdo foram coletadas as folhas maisngovas quais se
encontravam inseridas na bainha foliar, caractgaizapela coloragcao
amarela. O estudo foi conduzido nos laboratério&drética Molecular e
Andlise de Sementes da Universidade Federal deatasmostras de folhas

foram trituradas em almofariz de porcelana na piggséee nitrogénio liquido
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(N2) e 0,1 g de PVP (polivinilpirrolidona) para evixidacdo, em seguida
foram acondicionadas em tubos de 1,5 ml e armaasrerultrafreezera -
80°C. A extracdo do DNA foi realizada conforme naefogia proposta por
Ferreira e Grattapaglia (1995). Para quantificBiNA extraido, as amostras
foram analisadas em  espectrofotbmetro  NanoDrop  OGD1
Posteriormente, as amostras foram diluidas em 10fvistHCL, 1mM
EDTA, pH 8,0 (TE) em uma concentracao final de dQub.

Apés a padronizacdo do DNA, para cada reacdo de oGk
utilizados 10 ng de DNA, 100M de cada um dos dntps, 1U de tag DNA
polimerase, tampdo composto de 50 mM de TRIS, BHZmM de KCI,
2mM de MgC}, 10ug de BSA, 0,25% de Ficol 400, 10mM de tartrazine e
agua pura. O volume final para cada reacao folg@ull

As amplificagcGes foram realizadas em termocicladodeloMaster
Cycler Gradient5331. Foram testados 61 iniciadoregg Technologies)
para a avaliagdo do polimorfismo, sendo seleciamddopor apresentarem
maior numero de fragmentos e qualidade das baAdasuas respectivas
sequéncias e quantidades de bases encontram-$abea(2). O programa
de amplificagéo consistiu de uma denaturacao IniciaDNA a 95 °C por 5
minutos, seguido de 40 ciclos que incluem 20 segsind 94 °C
(denaturag&o), anelamento 20 segundos em tem@erat@niaveis conforme
o iniciador (Tabela 2), 20 segundos a 72 °C (paiiragao), seguido de um
ciclo de 4 min a 72 °C e finalmente uma estabiima@ 10 °C. Os
fragmentos amplificados foram separados em gelgdeoae a 1,5% com
eletroforese em tampdo TBE 1X contento gedl ™ (Unisciencg na
quantidade de 10 pL, a uma voltagem de 90V por wriogo de
aproximadamente 2,5h a 4h, conforme o iniciaddizatlo. Para efeito de
comparacao do tamanho dos fragmentos foi utilizzmno padrédo o DNA
Ladder 100 bp. Os fragmentos foram visualizados com lliravioleta
Fotodynee o resultado foi documentado por meio de fotonwsuador
EDAS 290 Kodak®).
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Tabela 2Sequéncias e nimero de bases de iniciadores t8@RBeratura de
anelamento para reacdo de PCR utlizadas em estligdo
populacdes dButia capitataoriundas do norte de Minas Gerais

Numero do  Sequéncia do iniciador ISSR NUmero de  Temperatura de

iniciador 5" —3) bases anelamento
1 ACACACACACACACACT 17 50°C
la GACAGACAGACARG 14 48°C
7 GAGCAACAACAACAA 15 55°C
817 CACACACACACACACAA 17 55°C
849 GTGTGTGTGTGTGTGTYA 18 55°C
851 GTGTGTGTGTGTGTGTYG 18 55°C
853 TCTCTCTCTCTCTCTCRT 18 48°C
855 ACACACACACACACACYT 18 50°C
857 ACACACACACACACACYG 18 50°C
864 ATGATGATGATGATGATG 18 48°C
876 GATAGATAGACAGACA 16 48°C

2.3 Andlise estatistica dos dados

O perfil eletroforético de cada gel foi transforrmagin uma matriz
binaria, sendo a presenca do fragmento represep@ddl) e auséncia
representada por (0). Os dados binarios foram eyagos para estimar
todas as andlises subsequentes. As estimativakissanilaridades genéticas
entre cada par de individuos foram efetuadas, eyapd®-se o coeficiente
de Jaccard (JACCARD, 1908). O métodoweigth Pair Group Method
Arithmetic Average (UPGMA) foi utilizado para o agrupamento dos
gendtipos de acordo com a similaridade genéticandesao software
XLSTAT (Addinsoft®, versdo 2011.2.04). A similaridia genética entre as
populacgBes foi calculada pelo indice de identiddeldNei e empregou-se o
programa Genalex v. 6.3 (PEAKALL; SMOUSE, 2006).mb&m foi
realizado o agrupamento das populacbes considesmndop método de
analise de coordenadas principais (ACoP), com dliaudo software
XLSTAT (ADDINSOLFT, 2009).
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O indice de Shannon (I) (BROWN; WEIR, 1983) e a
Heterozigosidade esperada (He) foram calculados d&scrito por Lynch e
Milligan (1994) e Maguire, Pearkall e Saenger (30Q@ilizando Genalex
v.6.3 (www.anu.edu.au/BoZo/GenAlEx/). O mesmo paate softwarefoi
utilizado para realizar uma Analise de Variancialddalar (AMOVA)
(EXCOFFIER; SMOUSE; QUATTRO, 1992).

Para o célculo das correlacGes entre as diversidgelaéticas e as
distancias geograficas foram utilizadas as matiizedistancia de Nei entre
as populacdes e a matriz de distancia geografice aa populacbes. Para
essas analises foi utilizado o coeficiente de tgé® de Spearman
XLSTAT.

Inferéncias sobre a estrutura genética populacidoal feita
utilizando o software Structure versdo 2.2 (FALUSH; STEPHENS;
PRITCHARD, 2007; PRITCHARD; STEPHENS; DONNELLY, 200
Estimou-se niumero mais provavel dasters(K), o nimero de populagfes
panmiticas reconstruidas (PPR), utilizando-se galque variam de 1 a 10 e
supondo gque os gendtipos amostrados tinham origseodhecida. ®@urn-
in foi de 20.000 e uma cadeia de Markov Monte Cavi€iIC) de 20.000
iteracBes, com cinco repeticbes. O programa estjoga 0 numero mais
provavel declusters(K) por célculo da probabilidade log dos dadosapar
cada valor de K. Avaliou-se o melhor valor K pelétado proposto por
Evanno, Regnaut e Goudet (2005).
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3 RESULTADO

Foram selecionados 11 iniciadores e obtidos 14dslpolimorficos,
os quais foram utilizados na realizacéo deste est@ numero de bandas
polimérficas variou de 9 a 20 com uma média de 1p@ iniciador. ISSR
876 e ISSR 853 foram os iniciadores que geraranormaiimero de
fragmentos totalizando 20 para cada. Dentre osiadoces de ISSR
utilizados no presente estudo, aqueles que apagaanimaior potencial para
utilizacdo na analise de diversidade genética fola8R 876, ISSR 853,
ISSR 851, ISSR 1, ISSR 7, pois produziram mais 18e bandas
polimérficas. Por meio do dendograma obtido, aidigsridade variou de
0,392 a 0,82 (Fig.2). As populactesRigia capitataforam distribuidas em
trés grandes grupos, sendo o maior deles o gruocdm 49 gendtipos,
onde 100% dos individuos amostrados em Bonitos id@gdvse posicionam
nesse grupo juntamente com 100% de Abodboras e 5% AL O grupo
dois ainda pode ser dividido em dois subgrupos nesnb e 2. O subgrupo
G1 foi composto na sua totalidade por individuopaaulacdo de Bonito de
Minas (100%) e o subgrupo G2 por plantas das popetade Abdboras e
ICA. As menores dissimilaridades observadas no@migoram entre os
gendtipos 11 e A17 (0,392); Al4 e A10 (0,429); A%® (0,449) e B13 e
B12 (0,458). Sendo as maiores entre 14 e A2 (0,&8) e 110 (0,621)
(Fig.2).

O segundo maior grupo foi formado por 23 plantaandias das
populag@es de Cristalia (71,42%) e ICA (45%), negapo também foram
observados dois subgrupos menores 3 e 4. O subgrfmocomposto por
individuos de Cristalia e ICA, e o subgrupo 4 denongdamanho somente
por plantas de ICA. As menores dissimilaridadesepiaglas no grupo 1
foram entre C9 e C10 (0,467) e C8 e C7 (0,474).2Fig grupo 3 foi o
menor grupo com 21 individuos onde 33% dos genstgmostrados na
populacdo de Cristdlia juntamente com 100% de misabObservou-se

nesse grupo dois subgrupos menores, sendo o grupam5individuos
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somente de Cristdlia e 0 6 com 100% de individuwdViitabela e dois
gendtipos de Cristalia. As menores dissimilaridagggicadas para o grupo
3 foram entre os individuos M4 e M5 (0,421) e C2¥2 (0,444) (Fig.2).
Por meio do teste de Mantel a correlacdo obtidieeendistancia genética e

a distancia geografica foi mediana sendo o valtdolde 0,472.
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coeficiente de Jaccard (1908) de diferentes popakgeButia capitata
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As cinco populagdes também foram agrupadas paricaera
distancia genética entre elas. A populagéo de Misafdi a mais distante em
relacdo as outras (Tabela 3). O agrupamento d& geamitiu inferir que a
maior distancia genética foi verificada entre aputacdes de Mirabela e
Abdboras (0,177), seguidas de Bonito de Minas, éQ2Zxistalia. As menores
distancias foram observadas entre as populactisAde Abdboras (0,060)
e ICA e Cristalia (0,065) (Tabela 3). A diversidagietre populacdes foi
menor quando comparada dentro das populactes.t&ksdsse também
verificado na AMOVA gue revelou uma variacdo de 1&8tre populacdes e

81% dentro das popula¢Bes (Tabela 4).

Tabela 3 Estimativas de distancia genética e géogr&m (Km) de
diferentes populacfes datia capitata oriundas dos municipios
de Bonito de Minas, Mirabela, Abdboras, ICA e Giist no
norte de Minas Gerais

Bonito de  Abdéboras ICA Cristalia

Populacao Minas (B) (A) (0 ©) Mirabela(M)
Sonito (d; : 2630 2180  377,0 149,0
Aboboras (A) 0,078 - 45,0 210,0 114,0
ICA (I) 0,082 0,060 - 165,0 69,0
Cristdlia (C) 0,121 0,094 0,065 - 277,0
Mirabela(M) 0,162 0,177 0,137 0,109 -

O agrupamento por coordenadas principais (PCoA)oaxp92,53%
da diversidade existente (Fig.3). As popula¢gte8 deapitataprocedentes
de diferentes municipios, formaram 3 grupos dissinO primeiro somente
com a populagdo de Mirabela, o segundo com a pgiulde Bonito de
Minas e um terceiro com as populagbes de Abobda&, e Cristalia
(Fig.3). Esse agrupamento revelou que as populagaes distantes foram
as de Mirabela a Abdboras e Mirabela a Bonito deasli As menores

distancias observadas foram entre as populacé&bdlmras e ICA.
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Figura 3 Analise de coordenadas principais (ACalPa s diferentes populacées de
Butia capitata oriundas dos municipios de Bonito de Minas, Mitabe
Abdboras, ICA e Cristalia no Norte de Minas Gerais

Tabela 4 Andlise de variancia molecular (AMOVA) rene dentro de
diferentes populac¢des @ capitataoriundas dos municipios de
Bonito de Minas, Mirabela, Aboboras, ICA e Cristétio norte
de Minas Gerais

Fonte de Soma dos Quadrado Componentes de Porcentagem
Variacédo guadrados Médio variancia de variagéo
Enre 4 505,147 126,287 5,561 19%
populacdes
Dentrode ~gg 5060498 23,415 23,415 81%
populacdes
Total 92 2565,645 28,975 100%

O indice de Shannon (l) € um identificador de dilde, que varia
entre 0 e 1; quanto mais préximo for de 1, maierdia serd a espécie (Perry
e Mcintosh, 1991). Para essa populacdBdmpitata o valor variou de
0,374 a 0,432 com meédia de 0,41. O menor valorrebde foi para a
populacdo de Mirabela (0,374), a qual também aptege menor
porcentagem de locos polimorficos (67,38%) (TabB)a As andlises
realizadas pelo método UPGMA e ACoP demonstraragnegsa populacéo
foi a mais divergente comparada com as outrasgtanto, os baixos indices
de diversidade apontam para uma menor difereng@oddela. Os maiores

valores do indice de Shannon (l), diversidade gendile) e porcentagem
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de locos polimérficos foram observados para as lpgpas de Cristélia e
ICA (Tabela 5).

Tabela 5 indice de Shannon (1), diversidade geadile) e porcentagem de
bandas polimérficas (P%) de diferentes populacdesBadtia
capitata oriundas dos municipios de Bonito de Minas, Mitape
Abdboras, ICA e Cristalia no norte de Minas Gerais

Populagéo I He P%
Bonito de Minas 0,409 0,275 76,60%
Abdboras 0,414 0,277 78,01%
ICA 0,432 0,287 83,69%
Cristalia 0,420 0,276 85,82%
Mirabela 0,374 0,254 67,38%
Média 0,410 0,274 78,30%
Desvio padréo 0,010 0,007 3,22%

A inferéncia Bayesianafoi realizada para determinar a estrutura
genética entre os gendtipos Blecapitata.Essa abordagem de agrupamento
atribui individuos para as populacdes panmiticasngtruidas (PPR) com
base no gendtipo. O numero de popula¢des mais\@bi) foi dado para
que fosse calculada a probabilidade de log para ealbr de K, usando a
estatistica descrita por Evanno, Regnaut e Goc@esj. O melhor K para
representar nimero de popula¢des panmiticas regimast das populacdes
deB. capitatafoi K = 4 (PPR1 a PPR4). Os resultados estdo enmgsande
maioria em concordancia com o método UPGMA anterorte descrito, no
entanto, fornece alguns resultados interessanéesaadas populacoes.

Na PPR 1 foram incluidos 27 individuos, sendo 1pajaulacédo de
Cristalia e 12 do ICA. Dos gendtipos pertencentpspulacéo de Cristalia
14 possuem probabilidade de adesdo de mais de 8086PPR1. Dos 11
gendtipos do ICA sete apresentam mais de 90% d@i@depopulacdo PPR1
o restante (110, 111, 112, 113 e 117) também estéluso em outras
populacdes reconstruidas (Fig. 4). Os resultadosaagescritos tiveram em

sua maioria concordancia com a analise obtida péimdo UPGMA (Fig.
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2), que agrupou os genotipos de Cristalia e par€A em um Unico grupo
(1). A PPR2 foi reconstruida com 21 individuos plegulacdes de Abdboras
e ICA, sendo 12 gendtipos de abdboras e 9 do I@Avel mais de 95% de
adesdo dos acessos de abdboras a PPR2 e do ICAden#8%. Os
genatipos 13 e 19 apresentam 24,4% de adesdo a PHRI®%6 de adesdo a
PPR4 (Fig. 4). A PPRS3 foi composta por todos oitijgos de Bonito de
Minas e quatro de abdboras totalizando 24 indidduem relacdo aos
individuos de Abdboras inclusos PPR 3 esses ajieesamais de 85% de
adesdo a essa populacdo reconstruida (Fig. 4)ulffmo na PPR4 foram
inclusos todos os 14 individuos de Mirabela e &dstalia totalizando 20
genatipos, sendo esta a menor populacdo recorstrafdparado-se com as

demais. Mais de 95% dos individuos estdo aderidpopulacdo PPR4
(Fig. 4).
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Figura 4 InferéncidBayesianapara as populagfes dritia capitataoriundas dos
municipios de Bonito de Minas (B), Mirabela (M), &oras (A), ICA (I)
e Cristélia (C) no Norte de Minas Gerais com K=4
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4 DISCUSSAO

No geral o numero de bandas polimorficas encontrpai@ B.
capitata manteve-se na meédia em comparagdo com outrososstiel
diversidade com a familid\recaceaesendo em alguns casos superior,
conforme relatado par®enocarpus mapord37 locos obtidos com 15
iniciadoresRAPD (MOURA et al., 2012) &crocomia aculeat&@?7 bandas
utilizando 1liniciadoresRAPD (OLIVEIRA et al., 2012). No estado do Rio
Grande do Sul ha ocorréncia de outras espécieérimraButia sp. Algumas
populagcBes foram caracterizadas quanto a divessidadstudo de Nunes et
al. (2008) comB. odorata(Lorenzi et al. 2010), 77 bandas polimérficas
foram obtidas com a utilizacdo de Riciadores RAPD. J4 Gaiero et. al.
(2011) e Rossato et al. (2007) trabalhando odoadoresISSR em varias
espécies deButia sp. alcancaram 150 e 74 locos polimorficos
respectivamente em ambos os trabalhos o iniciddosequéncia (AG)
apresentou 0 maior numero de fragmentos polimagfean um total de 26 e
17 no presente estudo esse iniciador também faieafe em gerar
fragmentos polimérficos.

A estimativa da diversidade é mais eficiente quamduimero de
bandas geradas constitui-se em uma amostra do ger®mo numero,
evidentemente, depende do tamanho de cada genamaspecies com
genoma pequeno como o feijdo tem sido estimado wmero minimo de
100 bandas aleatorias (SHROCH et al., 1992). Jaspécies com 0 genoma
grande como o milho um numero de 150 bandas é s@oespara a
diversidade genética.

Em outros trabalhos com palmeiras do gérigmta a diversidade
genética variou dependendo da localizacdo e argestrade gendtipos
realizada. Nunes et al. (2008) verificaram a pregsate 5 grupos formados,
sendo trés deles compostos por apenas um uUnicaidadi e outros dois
grandes grupos. O primeiro grupo associou dez gmrsdtom similaridade

que varia de 80% a 95%, e 0 segundo grupo assooi®l genotipos com
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similaridade que variou de 65% a 85%. Nos trabali®sRossato et al.
(2007) foram observados dois grupos, um deles fdonper populacdes de
Butia, outro grupo formado pomButyagrus nabonnandii e Syagrus
romanzoffianaO grupo de génerutia foi dividido em dois subgrupos. Um
subgrupo (B) formado pd. capitata B. odoratae B. yatayda localidade de
Quarai, e outro subgrupo (A) formado Boryatayle Girua eB. eriospatha

No presente trabalho a formacédo de grupos e subgrigmbém
ocorreu conforme os gendtipos e em funcdo da Hmddi. As menores
dissimilaridas observadas foram entre individuosi@ mesma populacéo
bem proximos geograficamente entre si, por exengdaptipos M8 e M9
(Fig. 2). Esse fato também foi observado pBraodorata, onde maior
similaridade foi encontrada em um subgrupo formamo gendtipos
proximos geograficamente (NUNES et al., 2008), eamlemOenocarpus
maporaresultados semelhantes de similaridade elevadamfencontradas
em plantas bem proximas (MOURA; OLIVEIRA, 2012). @ ressaltam
Nunes et al. (2008), possivelmente, esse resulkaddeve ao fato de que
esses genotipos sejam provenientes de uma Unioéa plaatriz. Mesmo
assim as plantas amostradas ainda sao diversasciasente quando
comparadas com espécies melhoradas, principaliméntegens de
autdgamas como feijdo e tomate. A correlacdo d@rdigm genética e a
distancia geografica Gaiero et al. (2011) veritiparpara populacfes de
Butiasp. no Rio Grande do Sul o valor de (r=0,652).

Em grande parte dos trabalhos com palmeiras a sanale
coordenadas principais realizada demonstrou quétiges nesse caso a
variacdo total geralmente é baixa (SREEKUMAR; REMUK2006).
Upadhyay et al. (2004) observaram €ocos nuciferajue os dois primeiros
componentes da andlise de coordenadas principatdbzdram com 15 e
12,5% de variagcdo. Também Sreekumar e Renuka (2@@ificaram que o
primeiro eixo representaram 10,4% da variancial taparando o0s
individuos em dois grupos. O segundo eixo contuilcom 8,4% da variagao

e os individuos mantiveram-se dispersos se sobdepons aos outros. Em



64

estudos conP. dactyliferao ordenamento ACoP representou 62, 52% da
diversidade total (HAMZA et al., 2012) sendo efiteem distinguir grupos
conforme caracteristicas fenotipicas de frutos alespécie agrupando-os
em grupos de frutos macios a mais resistentes leétanem relacdo a sua
precocidade de producao (SRIVASHTAV et al., 20M8).presente estudo a
analise de coordenadas principais (Fig. 3) reforgquosicionamento das
populagBes mais préximas e também das mais distieatificados pelo
método UPGMA (Fig. 2). Houve a formacdo de um grumm as
populagcBes de Abdboras, ICA e Cristalia, no deratogrobserva-se que 0s
individuos de ICA estdo distribuidos: uma parte casnpopulacdes de
Cristalia e um maior nimero agrupado com os indivédde Aboboras, fato
esse que provavelmente esta ligado a origem dasaplaessa populagéo,
uma vez que o pomar @ capitatado ICA foi formado a partir de sementes
coletadas da populacao de Abdboras.

A diversidade genética € um pré-requisito paralaesivéncia, a
curto e longo prazo de uma espécie, sendo queatiimgia da preservacao
e manutencao da diversidade genética € amplamectalrecida (SHAH et
al., 2008). A diversidade existente na populacdmfi@enciada por um
conjunto de fatores que se interage para defigirao de divergéncia atual
das espécies nativas. Inimeros trabalhos de genéticpopulagfes tém
demonstrado que esses fatores sdo complexos dstgdados, necessitando
de metodologias especiais em um grande numero fdemiacdes. Dos
fatores reconhecidamente investigados que intenfersn uma populacdo
encontram-se o fluxo génico (LENORMAND, 2002), aiwke genética e a
fragmentacdo de habitats (LIENERT, 2004), o isolamereprodutivo
(CHARLESWORTH; CHARLESWORTH, 2000), fatores bioticoe
abidticos, topografia do relevo (ESCUDERO; IRIONDUG)RRES, 2003)
interferéncia humana, mutacédo (LANDE, 1995) e lgjislaeprodutiva.

Em plantas vasculares, o fluxo génico ocorre puadonente por
meio de dois processos, a dispersdo de embriflesdéip em sementes e de

gametas masculinos haploides no polen (HOLDEREGGHI.e 2010).
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Sendo que Oostermeijer, Luijten e Den Nijs (2083phao et al. (2009)
consideram o fluxo génico o fator mais importardeapa estrutura genética
de populacdes de plantas. Ja a deriva genéticaintistiamente ligada a
estocasticidade demografica e significa a alteralg@ofrequéncias alélicas
nas populacdes ao acaso de uma geracao para atsedgsim, a deriva
genética tem duas consequéncias principais, uma carnp prazo,
promovendo aumento e fixacdo da frequéncia de besatigeiramente
deletérias e a outra em longo prazo onde é redazithpacidade evolutiva
das popula¢cBes para se adaptar as mudancas dentm®bi IENERT,
2004). No isolamento reprodutivo as plantas sacedigas de se cruzarem
por separacao espacial, como florestas, rios, agleastradas dentre outros
(SORK et al., 1999) esses obstaculos podem impediuxo de genes
conferindo uma alta resisténcia €, enquanto quepesmabertos ndo tém
efeito, pois conferem baixa resisténcia ao fluxoig& A atribuicdo a
resisténcia depende conhecimentos sobre a regifiormacdes ecoldgicas
dos organismos em estudo (BAGUETTE; VAN DYCK, 200A
interferéncia do homem também traz inUmeras codseips sobre
ecossistemas, populacbes e espécies (HOLDEREGGEHI.et2010),
resultado muitas vezes na fragmentacédo e destrdehabitats (LIENERT,
2004).

Verificou-se que grande parte da diversidade geméléB. capitata
foi distribuida dentro das populacbes (Tabela 4seEresultado esta de
comum acordo com os trabalhos de Gaiero et al.1j26de encontraram
94% de diversidade dentro da populacdo de palmairggnerdButia e 6%
entre as populacées. Também nos estudos de Nuakg2210) conButia
odorataeles verificaram que a maior parte da variacacoubhr (83,68%)
ocorre dentro das populacdes. No entanto uma giaaeti significativa
(13,67%) também foi atribuida a diferenca entreupabes. Em estudos
com palmeiras de outras espécies, resultados sdgilambém foram
encontrados conCalamus thwaitesiiBecc. onde 79,79% da diversidade

genética existente ocorreu dentro das populacdeREERUMAR;
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RENUKA, 2006) eAcrocomia aculeatande 82,8% da diversidade ocorreu
a nivel intrapopulacional e 17,2% entre populac@@EIVEIRA et al.,
2012).

Tais resultados podem ser explicados por duas dspst as
populagBes poderiam ter uma origem comum, e fordrarsdo processos de
selecdo, fatores climaticos, deriva, isolamentoggdao e mutacdes que
ocasionaram as diferencas entre elas, estrutumdem subpopulacdes
(BUTTOW et al., 2010). Essa hip6tese também foieddg paraPhoenix
dactyliferaL. Hamza et al. (2012) mostraram que 0s cultivdessa espécie
foram agrupados independentemente da sua origegnajiea e favorece a
hip6tese proposta por Wrigley (1995) que sugere basa genética comum
entre as cultivares da Tunisia.

A biologia reprodutiva d®. capitatatambém pode ter contribuido
para a maior diversidade dentro das populacdes, wenaque as flores
femininas sdo encontradas apenas na regido basalmediana da raquila,
enquanto no apice da raquila sdo encontradas aflenas masculinas.
Também foi observada dicogamia do tipo protandrigntese das flores
masculinas ocorre antes da maturacdo das floresnife®. A baixa
ocorréncia de sincronia entre as fenofases maasuénfemininas de uma
mesma planta favorece a polinizagdo xenogamica anesspécie
(MERCADANTE-SIMOES et al., 2006). A segunda hipétesigerida por
Aguilar et al. (2008) e reforcada por Shao et 2000) indica que a alta
diversidade genética dentro das populacdes podetaraer a consequéncia
de um efeito do intervalo do tempo, o0 que signifjc@ uma vez que essas
espécies sdo de vida longa, os efeitos da fraggé@mtde habitats podem
ndo ser ainda refletidos em sua diversidade genatical. Assim, a
fragmentacdo do habitat pode ser relativamenteteen comparacdo com
extensdo dessas espécies de vida, talvez envolvapdonas algumas
geracbes negativas.

Os resultados da AMOVA estdo de comum acordo com a

divergéncia genética entre as populacdes, evidetwianenor diversidade
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entre as populacdes. Resultados também foram @laeErpor Gaiero et al.
(2011) que encontraram baixos valores entre gessdtipButia lallemantii
Para popula¢fes d& thwaitesiiesse indice teve uma amplitude de 0,1725 a
0, 2320 Sreekumar e Renuka (2006). O indice derindfioi elevado dentro
das populacdes, sobretudo em Cristalia, ICA e Atasbeendo menor em
Mirabela, que também teve menor porcentagem des lpotimorficos. E
provavel que fatores ja mencionados estejam infiaado o fluxo de genes
entre as populacdes, prejudicando as populacOgmld®iras situadas na
regido de Mirabela e beneficiando as plantas nidoetge Cristalia. Ja para
C. nuciferaa porcentagem de locos polimérficos variou de 43,2 89,4%
(ARAUJO et al, 2010) e 40,00% a 60,83% pafa thwaitesii
(SREEKUMAR; RENUKA 2006) respectivamente, em ambssrabalhos
utilizou-se RAPD como marcador.

Os marcadores codominantes como, por exemploSBs $imple
Sequence Repeatseriam bastante informativos para esclarecer aswit
questdes, principalmente, em relacdo a andliséuge §énico, entretanto,
ndo existem iniciadores de SSR especificos Bamapitata. (KUMAR et
al., 2009). A fim de contribuir com o estudo deedgidade dessa espécie
outras pesquisas também devem ser contempladas aodispersao do
pbélen e os papeis de polinizadores e fatores abgtia influéncia da
topografia e da distancia entre as populacbes tamééercem grande
influencia para o fluxo génico, nesse sentido agestudos apontam o uso
mais elaborado de ferramentas como autocorrelasgarial (ESCUDERO;
IRIONDO; TORRES, 2003; SORK et al., 1999).

Os frutos deB. capitatasdo muito apreciados na regido do norte de
Minas, sendo esses coletados de forma intensivaextoativistas, além
disso, essa espécie estd ameacada pela rapidac@cuga cerrado por
pastagens e &reas para agricultura intensiva. fasseapresenta muitas
implicacdes praticas nas areas de meio ambiergeaibura dessa frutifera.
Os estudos iniciais neste trabalho podem ser aditig para programas de

manejo e conservagdo da espécie, uma vez queta dok frutos e outras
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partes da planta pode ser melhor planejada e uagstiia por comunidades
locais, cooperativas e associacdes que sobrevivernmedda obtida de
matéria-prima dessa palmeira. A formacdo de badeogermoplasma por
instituicdes também podera ser auxiliada por megiadestudo, que podera
servir de norteador para a coleta de gendtipogghwmes, o que favorece e
resguarda maior diversidade possivel e represédtdie das populacbes
nativas. Além de auxilio em futuros programas déharamento genético da
espécie contribuindo para a identificacdo e sel@gigenotipos superiores
que podem agregar em caracteristicas agronémicsgjageis, como a

producdo e a qualidade de frutos.
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5 CONCLUSAO

A analise da diversidade genética por meio de rdares ISSR
demonstrou que a maior parte da diversidade odam&o das populacdes
deB. capitata

As populagdes agrupadas pelo ordenamento UPGMAasepatrés
grandes grupos os gendétiposRieapitata. Individuos de Cristélia e ICA no
primeiro grupo, genétipos de Bonito de Minas, ICAl@boras no segundo
e por fim gendtipos de Mirabela e Cristdlia no eéga O ordanemento
ACoP evidencia a formacdo também de trés grupos,solado com a
populacdo de Mirabela, outro com a populacdo ddt®ale Minas e outro
com as populacdes de Cristalia, ICA e Aboboras .

Na analise por inferénciBayesianaas populacdes originais sdo
reagrupadas em quatro populacdes. Os dados desdise atambém
mostraram a redistribuicdo dos individuos de ICA& fpram redistribuidos
para as popula¢@es de Cristalia (PPR1) e AbébBRRZ).
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Artigo 2: Composicdo nutricional de frutos de Butia capitata de
diferentes plantas coletadas em quatro localidades
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RESUMO

Objetivou-se com este trabalho avaliar a composngéincional de
frutos maduros déB. capitata de diferentes regibes do norte de Minas
Gerais. Frutos maduros de capitataforam obtidos de grupos de plantas
diferentes, coletados em quatro localidades dceragtMinas Gerais e. As
analises foram realizadas em triplicata. Os friaosm analisados quanto ao
pH, solidos soluveis totais (STT), acidez titul&A&TT), razdo entre solidos
solaveis e acidez titulavel (STT/ATT), acUcaresaimt vitamina C,
compostos fendlicos, atividade antioxidante, umiglgmfoteinas, fibra bruta
e macro e micronutrientes. Os resultados demoastrgue os frutos dB.
capitatasdo muito acidos com valores de acidez variandb % a 2,61, j&
os valores de Brix variaram entre 6,6° a 10,BOtapitataapresentou baixo
teor de acucares totais, sendo 0os menores valbtielo® em Cristalia nos
grupos 4, 5 e 8 (0,65%, 0,75% e 0,78%) respectingm® teor de vitamina
C também variou conforme localidade e grupos detgéacom maior média
no grupo 2 em Cristdlia, ja para Bonito de Minasaior valor obtido foi no
grupo 7 (821,63 mg 100y e a atividade antioxidante variou de 17,20% a
58,39%. Os maiores valores obtidos para proteiridmaebruta total foram
para a populacdo de Cristalia G6 (63,98% com basanatéria seca) e
Aboboras (167,55% com base em matéria seca). Clagiiceaos macro e
micronutrientes avaliados os valores de potasd@re foram encontrados
em maiores quantidades @ncapitata

Palavras-chave Palmeira nativa. Andlise de alimentos. Vitamina C
Capacidade antioxidante.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the nutrdlccomposition of
ripe fruits of Butia capitatafrom different regions of the North of Minas
Gerais. Ripe fruits oButia capitatawere obtained from different groups of
plants collected in four localities in the north Minas Gerais. Analyses
were performed in triplicate. The fruits were analy for pH, total soluble
solids (STT), titratable acidity (TTA), ratio of lsle solids and titratable
acidity (TSS/TA), total sugars, vitamin C, phensli@ntioxidant activity,
moisture, protein, crude fiber and macro and migtiéents. The results
showed that the fruits oButia capitataare quite acids, acidity values
ranging from 1.57 to 2.61 , since the Brix valugésged from 10.00° to 6.6°.
Butia capitatashowed a low content of total sugars with the lstwalues
obtained in Cristélia in groups 4 , 5 and 8 (0.65 %75 % and 0.78 % )
respectively. The vitamin C content also variedoading to locality and
plant groups with the highest average in group EZiiistalia, in Bonito de
Minas the highest value was obtained in group Z.@2mg 1009 ) and the
antioxidant activity ranged from 17.20% to 58%9 The highest values
obtained for the total protein and crude fiber wéoe the population of
Cristalia G6 (63.98 % based on dry matter) and Abab (167.55 % based
on dry matter). Regarding macro and micronutriedti@s of potassium and
iron were found in greater amountsBaotia capitata

Keywords: Native palm. Food analysis. Vitamin C. Antioxidaajpacity.
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1 INTRODUCAO

O Cerrado brasileiro abriga uma imensa variedadeegjgcies
nativas (Klink e Machado, 2005), que sao utilizagas diversos fins desde
a producdo de medicamentos, cosmeéticos e alimentdbditos frutos de
plantas desse bioma séo utilizados como fonte ela diimentar e fazem
parte da merenda escolar de criangas, e tambérfostas de renda para
pequenos agricultores e extrativistas (SILVA et 2008). No entanto, para
muitas espécies os valores nutricionais de seussfrainda ndo foram
determinados havendo, portanto, caréncia de inigies

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia San#afANVISA)
possui uma resolucdo que estabelece os valoremasirde ingestao diaria
recomendada para criancas até idosos (AGENCIA NARIO DE
VIGILANCIA SANITARIA - ANVISA, 2000). Entende-se ingesto diaria
recomendada (IDR) como a quantidade de proteirit@sninas e minerais
consumidos diariamente para atender as exigéncifricionais de um
determinado individuo (ANVISA, 2000). Contudo, papage os valores da
dieta sejam equilibrados faz-se necessario a esizatdo nutricional dos
alimentos. Uma vez que, de posse desses conheoBnexides como: a
formacdo de planos de dietas, avaliacdo de estadwicional,
desenvolvimento e enriquecimento de produtos conbiofrtificacdo de
alimentos, e também estudos nas relacdes enti@ elidbenca podem ser
mais facilmente conduzidos.

Butia capitata conhecida popularmente como coquinho-azedo ou
coco cabecudo € uma palmeira nativa do cerradermemte a familia
Arecaceaee se distribui nos estados de Goias, Bahia e M{Bamis
(LORENZI et al., 2010) sendo amplamente consumaleegido. Seus frutos
constituem-se de uma drupa oval de epicarpo andarelermelho ou
arroxeado com mesocarpo carnoso e fibroso de céloramarelada

(MOURA et al., 2010). Esses sao utilizados prinogete no consumn
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natura e na fabricagdo de polpas, que sédo comercializagasgido, além
disso, sdo produzidos doces, geleias, licoresets\e picolés (FARIA et
al., 2008).

Contudo, essa frutifera foi pouco estudada em delag sua
composi¢ao nutricional. Apenas o estudo de Far#. €2008) foi realizado
nesse ambito, demonstrando que essa espécie pgrssude potencial
nutricional apresentando valores elevados de uitard maiores que o da
laranja e grandes quantidades de potassio. Outpgsies do génerButia
revelaram elevadas quantidades de compostos feadbitais e presenca de
grande quantidade de carotenoides (JACQUES &04l9).

As frutas sdo ricas em vitaminas, antioxidantesienais e outros
nutrientes que exercem importantes fungbes no mmanhumano, desde
precursores da sintese de proteinas como regutaderfencdes importantes
na célula e entrada e saida de compostos celu8tesVIN; LLOYD,
2012). Entretanto, para uma caracterizacdo maidaafap-se necessario
avaliar a composigéo nutricional dos frutos derdies regides, uma vez
gue a producdo de vitaminas, proteinas, antioxédadentre outros esti
ligada a fatores ambientais, edaficos e genotip{é&RENSI-FABADO;
MUNNE-BOSCH, 2011). No caso @& capitataesses valores podem variar
mais amplamente, pois se trata de uma espécieanafie domesticada
distribuida sob as diferentes condi¢coes edafodliiamt Esse fato foi
observado para diferentes palmeiragteenix dactyliferajue tiveram seus
valores de compostos fendlicos e flavonoides tatiégados em funcéo de
diferentes genoétipos e regides (BLIGARI et al., 00E também em
Euterpe precatoriaque teve composicado centesimal bastante irregldar
sucos produzidos por meio de frutas de difereieaiiades (YUYAMA et
al., 2011).

Diante do exposto, objetivou-se com este trabalkalisa a
composi¢ao nutricional de frutos maduros Ble capitata de diferentes

regides e grupos de plantas do norte de Minas &erai
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Obtencéo dos frutos

Os frutos deB. capitataforam coletados no norte de Minas Gerais
em dezembro de 2011 em quatro municipios: Monteso€| Mirabela,
Bonito de Minas e Cristdlia. Em cada regido fommostradas 24 plantas
georreferenciadas com auxilio de GPS Garpius Ill. As populacdes
apresentavam em média 25 anos, sdo nativas e agoeconomicamente.
Os cachos foram coletados em estadio maduro (ppictotalmente
amarelado) e ensacados individualmente, sendo ietcmmatlos em caixas
de isopor com gelo e transportados ao laborat@sofrutos foram lavados
com agua corrente e as polpas foram removidas rimenge com auxilio de
uma faca e acondicionadas em recipiente de plastieomazenadas em
ultrafreezer -80°C. Essas foram reagrupadas formando-se grupos
constituidos por 3 plantas, como ilustrado na TalelTodas as analises
foram feitas em triplicata e foram realizadas nbotatério central de
alimentos da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

Tabela 1 Grupos de plantas Be capitataformados a partir de planas
georreferenciadas de quatro localidades no norididas Gerais
Abobboras, Mirabela, Bonito de Minas e Cristalia

Grupos Localidades
Abdboras Mirabela Bonito de Minas Cristalia
Gl 291, 314, 303 344,277, 358 169, 177,172 333, Bo4
G2 296, 231, 298 323, 363,360 156, 180, 161 195, 287
G3 317, 308, 316 263, 361,244 167, 155, 157 212,336
G4 309, 319, 301 267, 276, 247 163, 322, 159 3a8, 291
G5 302, 300, 293 258, 269,254 173, 151, 152 198, 210
G6 313, 305, 311 364, 270, 257 178, 182, 149 137, 333
G7 295, 315, 294 268, 353, 349 150, 171, 175 3a3, P88
G8 299, 292, 224 275, 345, 350 172, 321, 323 198, 209

* cada numero representa uma planta amostrada
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Os dados referentes a temperatura média anuale(f€gcipitacéo
total (mm) do ano de 2011 encontram-se na Tabel@athbém foram
coletadas amostras de solo de cada uma das lassgidsstudadas. Trés
subamostras de solo foram coletadas em difereot@ep da area em uma
profundidade de 0 a 20 cm ao final as subamostrasnf misturadas e
encaminhadas ao laboratério para a determinacammi@osicdo quimica

(Tabela 3), e da fracdo do solo (Tabela 4).

Tabela 2 Temperatura anual média e precipitagabdo ano de 2011, para
as quatro localidades com pomaresBigia capitatalocalizadas
no norte de Minas Gerais.

Temperatura anual Precipitacao total

Localidade média (°C) (mm)
Cristalia 22,10 1.061,10
Abodboras 23,51 1.137,60
Bonito de Minas 24,47 1.179,00
Mirabela 23,51 1.137,60

Fonte: INSTITUTO NACIONAL DE METEOROLOGIA (2012)

Tabela 3 Resultados da anélise quimica do sottifeleentes localidades de

populacdes nativas dutia capitata

. K P Na SB t T
Localidade ----mg/dm3--- ---cmolc/dm3--- PH
Cristalia 78,00 2,91 - 0,90 190 4,94 4,3
Abdboras 164,00 20,25 - 4,92 4,92 7,00 5,8
Bonito de Minas 32,00 1,71 - 1,38 1,48 3,46 55
Mirabela 54,00 2,30 - 1,94 2,04 4,26 5,6
Ca”* Mg® A H+Al V m M.O
---cmol/dm3--- ---%--- dag/Kg
Cristalia 0,40 0,30 1,00 4,04 18,22 52,63 1,64
Aboboras 4,10 0,40 0,00 2,08 70,29 0,00 2,36
Bonito de Minas 1,10 0,20 0,10 2,08 39,94 6,76 1,29
Mirabela 1,60 0,20 0,10 2,32 4550 4,90 1,64
Zn Fe Mn Cu B S P-Rem
----mg/dm3--- mg/L
Cristalia 0,19 66,64 6,78 0,53 0,17 4,03 33,07
Aboboras 1,44 46,02 1547 1,04 0,13 6,25 32,08
Bonito de Minas 0,36 21,75 49,97 1,04 0,17 4,38 339,
Mirabela 0,50 98,98 4591 1,26 0,10 11,68 34,07
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Tabela 4 Fracdo do solo de diferentes localidddgsopulagdes nativas de
Butia capitata

. Classificacdo do solo Argila Silte Areia
Localidade
dag/Kg
Cristalia Textura média 18 1 81
Abdéboras Textura média 33 14 53
Bonito de Minas Textura arenosa 14 3 83
Mirabela Textura média 19 11 70

2.2 Analises Fisicas e quimicas

As analises fisico-quimicas de pH, acidez titulaelT) sélidos
soliveis (SS) foram realizadas, conforme os métodoaliticos da
Association of Official Analytical Chemistis - AOA(992).

2.3 pH e acidez titulavel

O pH das polpas foi determinado utilizando-se phmebodelo
Schott Handylab, conforme prescrito pela AOAC (20@2determinacao da
acidez titulavel (ATT) foi realizada por titulacg&om solucdo de hidréxido
de sddio (NaOH) 0,1 N, utilizando-se, como indigadofenolftaleina, de
acordo com o Instituto Adolfo Lutz (1985). Os réadbs foram expressos

em porcentagem de acido citrico.

2.4 Soélidos soluveis e Razéo entre soélidos soluviEgis (STT), acidez
titulavel (ATT)

Os sdlidos soluveis foram determinados por refratdm
utilizando-se o refratbmetro digital ATAGO PR-1@0eviamente calibrado
com agua destilada. Os resultados foram expresao¥Bex, conforme a
técnica da AOAC (2002). Foi calculada a razdo esbl&dos sollveis e
acidez titulavel (STT/ATT).



84

2.5 Determinacdo da umidade dos nutrientes

A determinacdo da umidade e demais nutrientes dalizada

conforme os métodos propostos pela AOAC (2005).

2.5.1 Umidade

Determinada pelo método de secagem em estufa comagido de
ar, as amostras foram submetidas em aquecimentesarfa a 65°C, até
peso constante (AOAC, 2005).

2.5.2 Fibra Bruta

A determinacdo de fibra bruta foi feita por hidséliacida, pelo
método gravimétrico, segundo o método descritoMzor de Kamer e Van
Ginkel (1952).

2.5.3 Proteina Bruta

A proteina bruta foi determinada com base no teonittogénio,
obtido por destilacdo em aparelho de Microkjedadh{imicro), utilizando-
se o fator 6,25 para o calculo (AOAC, 2005).

2.5.4 Andlise de minerais

Para a analise de minerais foram utilizadas anm®d@anatéria seca
e desengorduradas. Cada amostra constou de 5 grengmlpa que
sofreram moagem em moinhos de facas de aco in@tjdépo Willey,
passando em peneira de 1 mm de malha (20 mesitp&da do moinho
entre uma amostra e outra foi conduzida para esitabntaminacdo. Os
minerais analisados foram: fésforo, potassio, msigné&obre e zinco. Os

teores de minerais foram determinados conforme \Mtk Vitti e Oliveira
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(1997) sendo o fésforo por colorimetria, potassio fptometria de chama e
magnésio, cobre, ferro, e zinco por espectromd&iamissdo atbmica com
fonte de plasma indutivamente acoplado — ICP-OES.r&ultados dos
macronutrientes foram expressos em porcentagene (@6) micronutrientes

em partes por milhdo (ppm).

2.6 Aclcares totais

A determinacdo dos acuUcares totais da mistura dpagpdafoi
realizada utilizando-se o0 método Antrona segund8QBIE, 1962), lido em
espectrofotbmetro, a 620 nm. Os resultados forampresgos em

porcentagem (%) de acUcares totais.

2.7 Vitamina C

A determinacao da vitamina C das polpas foi redtizaelo método
colorimétrico, utilizando-se 2,4 dinitrofenil-hidiiaa, segundo Strohecher e
Henning (1967). A leitura foi realizada em espdot@metro Beckman 640
B, com sistema computadorizado, e os resultadagesps em mg de acido

ascorbico por 100hde polpa.

2.8 Compostos fendlicos totais

Para a obtencdo do extrato foram pesados 2 g dastras)
adicionando-se 20 mL de alcool metilico 50%. Ess&stuma foi
homogeneizada e deixada em repouso por 1 hormpeetatura ambiente na
auséncia de luz. Apoés esse periodo, a misturafdritugada, a 14.000 rpm,
por 15 minutos. O sobrenadante foi coletado e dcimmaddo em frascos. No
residuo foram adicionados 20 mL de acetona 70%fajlmmogeneizado e
deixado em repouso por 1 hora na auséncia de lzefdgeracdo. Em

seguida, centrifugou-se, novamente o residuo @Q@4gm, por 15 minutos.
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Os sobrenadantes foram transferidos para um balamétrico de 50 mL e
completado o volume com 4gua destilada.

A determinacdo do teor de fendlicos totais foidfgielo método
proposto por Kuskoski et al. (2005), empreganda-seagente de Folin-
Ciocalteu, em que 0,5 mL de extrato de cada amfmte adicionados aos
tubos contendo 2,5 mL de solucdo de Folin-Ciocalte¥. Em seguida,
foram adicionados 2 mL de solu¢cdo de carbonatodde s4%. Os tubos
foram agitados e deixados em repouso por 2 hoeaauséncia de luz. Os
resultados foram expressos em mg de equivalentéside galico 100 da
amostra (mg EAG.100%.

2.9 Atividade antioxidante

Para a obtencdo do extrato, seguiu-se 0 mesmo dimeao
utilizado para a determinacéo de compostos fergtimiais.

A metodologia empregada na determinacdo da atigidad
antioxidante foi baseada na extincdo da absorcamdioal 2.2-difenil-1-
picril hidrazil (DPPH 60uM), proposta por Rufino et al. (2007). Para a
determinacgéo da atividade antioxidante, foi utdezaima aliquota de 0,1 mL
do extrato obtido, que foi transferido para um tdleoensaio, em ambiente
escuro, e adicionado 3,9 mL do radical DPPH (0,86 ® homogeneizado
em agitador de tubos. As leituras realizadas em5 (5in) em
espectrofotbmetro Beckman 640 B, com sistema cadpuizado foram
monitoradas a cada minuto, onde foi observadawg&dda absorbancia até
sua estabilizagéo. Os resultados foram expressqgesantual de sequestro

de radical livre (%SRL), conforme a equacéao:

%SRL = (Ac — Am) x 100/Ac

em que Ac = absorbancia do controle; Am = absoibate amostra.
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3 RESULTADO E DISCUSSAO

O maior valor de pH foi verificado no municipio Eiérabela (grupo
5). Os grupos 3, 4 e 6 de Mirabela alcancaram asorae valores de pH
(Tabela 5).

J& para o Brix o maior valor foi observado paraadi@a grupo 3
(11,6° Brix). No entanto, em Bonito de Minas os ones valores de Brix
foram verificados no grupo 1, 4 e 8. Ja o mencorvaé Brix foi encontrado
em Bonito de Minas - grupo 5 (Tabela 5). QuantoaidR 0 maior valor
obtido também foi encontrado em Bonito de Minaggr@, 3 e 5. Sendo
que os menores valores foram obtidos para os npimscile Abdboras grupo
2 (2,62) e Cristalia (2,77) (Tabela 5).

Os valores de acidez encontrados no presente hmabedtdo
préximos aos verificados por Magro et al. (2006 gbservaram na polpa
de Butia eriospathade duas localidades do Parana e Santa Catarinasnédi
de 2,20% e 1,91%. Os valores de Brix paraapitatatambém foram, em
sua grande maioria, similares aos encontrados pagrdiet al. (2006)
médias de 6, 4° Brix e 7,7° Brix para os dois estatb Sul do pais. EB.
capitataapenas alguns grupos de plantas foram superioreslenes como

em Cristalia e Bonito de Minas grupo 5 e 8 (Talgla
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Tabela 5 pH, Brix, acidez titulavel e ratio degas deB. capitataoriundas
de diferentes grupos de plantas e populacdes de der Minas

Gerais

Localidades Grupospd: plantas

G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8
Abdboras 339 336 334 341346 3,42 336 3,52
Mirabela 349 349 3,10 3,15400 3,15 3,33 3,14
Bonito de Minas 367 354 353 348353 341 337 3,38
Cristalia 331 336 3,36 338326 3,22 3,41 358

BRIX
Abdboras 9,0 7,0 6,6 7,6 8,0 8,0 7,0 7,0
Mirabela 7,6 7,0 116 7,0 7,6 8,6 9,6 9,6
Bonito de Minas 9,6 8,0 6,6 9,0 6,0 8,6 8,0 10,0
Cristalia 8,6 8,6 8,6 7,6 10,0 8,6 8,6 6,6
ACIDEZ TITULAVEL (%)
Abdboras 254 196 248 221 202 235 222 1,9
Mirabela 202 19 19 2,28 2,15 1,83 1,76 2,09
Bonito de Minas 1,70 176 150 1,76 1,57 1,70 1,96,70
Cristalia 261 261 202 215 228 320 254 2,35
RATIO

Abdéboras 353 367 262 310 395 343 3,16 3,57
Mirabela 3,70 357 6,31 3,15 348 465 545 4,64
Bonito de Minas 6,58 6,29 7,40 6,29 7,02 6,50 5,66,48
Cristalia 3,25 3,25 4,19 347 435 265 3,33 2,77

O pH da polpa deB. capitatase mostrou mais elevado quando
comparado conB. eriospathasendo de 2,93 para os frutos coletados no
Parana e 3,06 para os frutos coletados em Sans&ir@a{MAGRO et al.,
2006). Em outra palmeira do cerraflorocomia aculeatas valores de pH e
acidez da polpa também foram diferentes confornecaidade de coleta
dos frutosA. aculeataé menos &cida quando comparada 8orapitata os
resultados obtidos de acidez foram 0,69 e 0,73rd®sf coletados em
Presidente Epitacio e Dourados, ja os valores ddopiin de 5,7 e 6,9
respectivamente (SANJINEZ-ARGANDONA; CHUBA, 201Também em
Euterpe oleraceae Euterpe edulisos valores de acidez foram menores
quando comparados coi capitatasendo de 0,19 para ambas as espécies,
ja o pH foi de 4,84 e 5,0 respectivamente. Somesitealores de Brix dB.
capitata foram maiores qué&. oleraceaee E. edulis,0s quais foran8,03°
Brix e 2,7° Brix, respectivamente (RIBEIRO; MENDEEEREIRA, 2011).
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Os acidos organicos presentes em alimentos infimeno sabor,
odor, cor, estabilidade e a manutencdo de qualidadis sdo produtos
intermediarios do metabolismo respiratério dososutPortanto, a acidez é
importante para se verificar algumas caracteristi@ano determinacédo da
maturacdo da fruta e estado de conservacdo dotprdeim alguns casos os
processos de decomposi¢cdo de um determinado atijrssja por hidrolise,
oxidacdo ou fermentacdo, altera quase sempre &mmpacdo dos ions de
hidrogénio, e por consequéncia sua acidez (OLIVEKRAal.,, 1999). A
analise comparativa com outros frutos de palme@aisiencia queB.
capitata apresenta maior porcentagem de acidez conferinddidgdes
apropriadas para o consumo de suco, o qual é epairfonte de utilizacdo
dessa frutifera no norte de Minas. J& o pH infliseam diversos fatores nos
frutos, como na atividade de enzimas, retencdctorse odor da polpa de
frutas, deterioracdo do alimento com crescimentomierorganismos e
estado de maturacdo das frutas (OLIVEIRA et al99)9Por sua vez os
sélidos soluveis, medidos por refratometria, séadas como indice dos
acucares totais em frutos, indicando o grau de nidatle. S&o constituidos
por compostos solUveis em 4gua, que representastasgtas, tais como
acucares, acidos, vitamina C e algumas pectinab/@RA et al., 1999).

Os maiores valores verificados para agucares tdtamam para
Mirabela grupo 2 e 3 (3,35% e 3,22%) respectivamdmbabela 6). Em
Bonito de Minas o maior valor foi observado no grup. As menores
porcentagens de acucar foram observadas para dapépude Cristalia
grupo 3, 4, 5 e 8 (Tabela 6).

Os valores de agUcares totais obtidos com as pdkpBs capitata
foram até 7 vezes menores quando aos encontradof\.eaculeata
coletadas em Presidente Epitacio (11, 58%) e Dogra(l4,53%)
(SANJINEZ-ARGANDONA; CHUBA , 2011). Em frutos con@mbanana 0s
valores de acucares totais variaram de 19,3% &w®4ghforme gendtipo
(CERQUEIRA de JESUS et al., 2004). Em genotiposajazeira $pondias
mombir) os valores variaram de 6,28% a 11,58% (PINTQ. g2@03).
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O teor de vitamina C foi maior em Cristélia no grdbe o menor
também nessa localidade no grupo 1 (Tabela 6)mJ#AOboras médias
superiores foram encontradas no grupo 5 e 7, j ldimabela grupo 7. Os
grupos 6 e 7 obtiveram as menores quantidades dessente 32,40 mg
100g" e 38,03 mg 100frespectivamente. No entanto, em Bonito de Minas
nao foi observada diferenca estatistica entre @gogrde planta para o teor
de vitamina C (Tabela 6).

Tabela 6 Acucares totais, teor de vitamina C, astys fendlicos totais e

atividade antioxidante de polpas Betia capitataoriundas de
diferentes grupos de plantas e populagdes do mertdinas

Gerais

:% Grupos de plantas

On

‘—35 Aclcares Totais (%)

8_

o Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8
AB 2,30 2,03 0,93 1,46 1,92 0,61 1,13 1,60
M 2,11 3,22 3,35 2,22 1,29 1,94 1,69 2,68
BM 2,84 1,86 1,47 1,60 1,68 1,77 1,56 1,72
CR 1,28 1,51 0,88 0,65 0,78 1,03 1,06 0,75

Vitamina C (mg 100g")
AB 61,80 66,68 74,77 76,12 8793 64,95 8324 67,03
M 62,74 8285 5543 59,42 5453 3803 32,40 57,95
BM 7191 6248 62,62 6397 52,23 70,36 64,11 62,75
CR 30,00 92,43 83,06 8685 8241 59,19 8503 85,13
Compostos Fendlicos Totais (mg EAG.100%
AB 716,89 545,12 607,71 528,14 528,33 583,01 520,523,76
Ml 578,51 534,23 615,19 776,13 717,45 767,16 821,682,86
BM 368,14 337,26 649,46 573,01 729,21 392,18 536,836,84
CR 571,11 401,43 360,42 735,91 369,44 531,63 42068,23
Atividade Antioxidante (%)

AB 3599 40,15 3568 33,46 40,72 27,77 28,74 33,77
Ml 39,30 28,92 21,31 17,20 44,79 44,79 38,21 27,49
BM 26,21 24,96 19,57 23,08 3895 39,86 23,72 18,64
CR 37,33 32,46 47,71 30,97 3518 31,14 58,39 43,73

*AB: Abdboras; MI: Mirabela; BM: Bonito de Minas;FC Cristalia
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Os teores de vitamina C eB capitatavariaram de 38 a 73 mg
(100g") nos estudos de (FARIA et al., 2008). J4Bneriospathaos teores
desse nutriente também variaram conforme localidédié4 mg (1009
para amostras do Parana e 17,61 mg (Y)qfaya amostras de Santa Catarina
(MAGRO et al., 2006). Em. aculeateSanjinez-Argandofia e Chuba (2011)
verificaram para frutos coletados em Presidenté&aEipi média de 11,46 mg
(100g") e para Dourados 34,67 mg (100gle acido ascoérbico. Os dados
obtidos dessa vitamina encontram-se bem acimaaloseg encontrados em
outras palmeiras e em frutas como laranja peraj806mg (100g) e
tangeringponk&32,47 mg,(100§ portanto, demonstrou a capacidadé3de
capitata como fornecedora dessa vitamina em quantidadeaisidao
organismo humano. A Academia Nacional de Ciéneasrecomendado 90
mg por dia da vitamina para homens adultos e 7ponglia para mulheres
adultas (GALLIE et al., 2010). A vitamina C em pk é essencial para o
metabolismo do vegetal, devido ao seu papel adiote e de cofator
enzimatico (ASENSI-FABADO; MUNNE-BOSCH, 2011), nershumano
as fungbes bioquimicas da vitamina C incluem: edtigiio de certas
enzimas, biossintese de coldgeno, ativacdo hormoaatioxidante,
desintoxicagdo de histamina, fun¢des fagociticakdeocitos, e formacao
de nitrosaminas, entre outros (WALINGO, 2005).

Com relagcdo aos compostos fendlicos totais o nvailor observado
foi encontrado em Mirabela grupo 7 (Tabela 6). Faistalia a maior média
foi obtida nos grupos 4 e 8 seguido do grupo Im@sores resultados para o
compostos fendlicos totais foram obtidos em Ciestél Bonito de Minas
ambos do grupo 3 (Tabela 6).

Os valores de compostos fendlicos totais preserdegsolpa deB.
capitata foram superiores aos verificados em muitas outsgeaes de
palmeiras e plantas. Biglari, Alkarkhi e Easa (20@8ataram quantidades
de 2,89 a 6,64 mg (100yde compostos fendlicos totais para diferentes

gendtipos déPhoenix dactyliferajd emButia odorataJacques et al. (2009)
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evidenciaram 328, 6 mg (10fge em B. capitata Faria et al. (2008)
relataram uma quantidade de 163 - 250 mg (1p6g compostos fendlicos
totais.

Para a atividade antioxidante a maior média olftbdam Cristalia
grupo 7 (58,39%) e Mirabela (44,79%) grupos 5 €@6menor valor de
atividade antioxidante foi verificada em Mirabela7( 20%) grupo 4
(Tabela 6).

A atividade antioxidante dB. capitataesteve proxima aos valores
obtidos em outras palmeiras como &mnedulis(41,73%) (LIMA et al.,
2012), sendo maior que tangeripankan (29,30%) e tangerina murcote
(12,78%) (COUTO; CANNIATTI-BRAZACA, 2010).

As quantidades de vitamina C e compostos fenotmass presentes
nos vegetais séo influenciadas, principalmentecpacteristicas ambientais
como luminosidade e temperatura, fatores genétedaficos, estadio de
maturacdo e de estresse (LEE; KADER, 2000). Caliraral. (2010)
observaram em tomates um decréscimo no quantidadeitdmina C
produzida em frutos em ambiente protegido, quandmparados com
agueles a pleno sol. Em tomate-cereja os valorestalmina C, compostos
fendlicos totais e capacidade antioxidante tambémmeataram com a
elevagéo da luminosidade e temperatura (RAFFQ,,&@06). Em plantas o
antioxidante mais abundante € o acido ascérbids,asempenha papel de
destaque, apresentando excelente capacidade dissagespécies reativas
de oxigénio (ROS). Além de atuar em coordenacdo aogiutationa e
antioxidantes enzimaticos nos cloroplastos, mitddés, peroxissomos e no
ciclo de ascorbato-glutationa para controlar a tidade de peroxido de
hidrogénio formado no interior da célula. Assim, asido ascérbico
desempenha um papel importante na sinalizacdoacaduha prevencao de
danos oxidativos em macromoléculas (ASENSI-FABADMUNNE-
BOSCH, 2011).

Os compostos fendlicos apresentam um grupo hidrogilqual é

ligado a um anel aromético. S&o de importancialigica e morfologica
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consideravel em plantas que apresentam um papebrtempe no
crescimento e reproducdo, proporcionando protegiudra patdgenos e
predadores, além de contribuir para as caradtegstie cor e sensoriais de
frutas e vegetais. A atividade antioxidante dospmstos fendlicos é devido
a sua capacidade de varrer os radicais livres, &@oanos de hidrogénio ou
de elétrons, ou céations metalicos quelato (BALASUBMM; SUNDRAM,;
SAMMAN, 2006). ComoB. capitatasitua-se em uma regido de condicbes
ambientais estressantes, como é a regido norte idasMserais, que
apresenta altas temperaturas, intensa luminosidduixa pluviosidade, é
provavel que esses fatores ambientais estejaneiiando a quantidade de
vitamina C e de compostos fendlicos totais nesgtfdra. No entanto,
fatores genéticos inerente a cada gendtipo tamiénceam influéncia sobre
esses parametros como foi demonstrado nos trabdidSaliman et al.
(2010) para tomates de diferentes variedades.ddsstele vitamina C foram
superiores para a variedade Santa Clara 17,71 1Bg"' Ein comparac&o
com as variedades BGH-320 e Carmem que tiverantesmlem média de
13,00 mg 100g nas mesmas condicdes de cultivo. O contetdo de
compostos fendlicos totais também variou para quatitivares de trigo de
247,99 a 484,93 (Lg/g) (GASZTONY et al., 2011).

Os maiores valores de proteinas foram verificadoa p populagéo
de Cristdlia grupos 6 e 1(Tabela 7). Ja para Bodé&oMinas a Unica
diferenca no teor de proteina foi observada no gripo qual também
obteve o menor valor dentre todas as localidadésdadas.

A fibra bruta variou conforme a localidade e grudesplantas. Os
maiores valores foram observados em Abdboras dsug8. J4 Cristalia ndo
houve diferenca ente as médias para os grupos.namagantidade de fibra
bruta foi verificada no grupo 8 de Bonito de Minas4 Mirabela
(Tabela 7).
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Tabela 7 Umidade, proteina e fibra bruta de polpadutia. capitata
oriundas de diferentes grupos de plantas e popedadd norte de
Minas Gerais

% Grupos de plantas

E?“ Umidade (%)

§ G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8
AB 8592 86,07 86,04 8224 8633 84,82 850985,46

Mi 83,41 81,74 80,93 8352 83,28 83,76 84,38B257
BM 8241 8197 8364 83,76 83,76 83,66 85,580,92
CR 8494 8460 83,76 8352 8352 84,80 83,883,56

Proteina (%) em matéria seca

AB 5465 3555 32,75 28,46 4548 53,19 49,999,04
Ml 46,81 40,74 47,92 46,45 51,32 47,27 46,682,43
BM 39,00 3881 46,94 22,04 41,11 37,97 48,388,43
CR 58,02 27,41 50,21 47,60 47,64 63,98 45,342,60

Fibra bruta (%) em matéria seca

AB 129,26 127,08 151,04 149,27 167,56 132,38 129,841,33
Ml 102,14 72,31 78,27 110,98 135,33 107,22 88,63 ,994
BM 97,00 92,38 121,34 74,35 103,70 98,31 105,50 7®9,

CR 115,57 106,07 103,28 113,81 110,45 99,19 105,121,9
*AB: Abdboras; MI: Mirabela; BM: Bonito de Minas;FC Cristalia

Os valores de umidade, proteinas e fibras tambéigrirdm
conforme espécie de palmeiras, em geral a polpd. dmpitataapresenta
elevada umidade, fibras e valores medianos de ipasteem comparacao
com outras espécies de palmeiras. Valores de umidiagholpa d&lauritia
flexuosase encontravam em torno de 62,93% (MANHAES; SABBRUR,
2011), ja par®enocarpus bataud3,5% (DARNET et al., 2011) e 52, 99%
paraA. aculeata(RAMOS et al., 2008). J4& em. eriospathaa umidade
(84,21%) esteve com valor bastante similar em coagda conB.capitata
(MAGRO et al., 2006).
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Com relacdo a fibra bruta, Jamil et al. (2010) tegban para
diferentes genoétipos de. dactylifera alteragdes na quantidade em polpas
dessa espécie que variaram desde 62% até 82%).Hiexuosaas médias
foram de 22,8 g.100gDarnet et al. (2011). JA os valores de proteiranfo
de 32,5 a 41% enP. dactylifera Jamil et al. (2010) e 10,10% em
Oenocarpus batauARNET et al., 2011).

A umidade nos frutos pode favorecer a proliferacde
microrganismos que podem prejudicar no sabor e adiws frutos
(OLIVEIRA et al., 1999). As polpas dB. capitataem geral apresentam
valores elevados de umidade em comparacdo com soyabneiras,
portanto, € interessante que apos a colheita omsfrsejam bem
acondicionados de maneira que haja maior manutededqualidade e
caracteristicas dos mesmos.

A espécie também apresentou boa quantidade de fbpaoteinas.
As proteinas desempenham importantes fun¢fes po toimano e vegetal
desde fungBes estruturais, enzimaticas e regulsdpaatanto devem estar
presentes na dieta uma vez que muitas delas naopre@inizidas no
organismo. Para criangas a Agéncia Nacional delafiga Sanitéria
recomenda a ingestdo diaria de 34 g, em mulhersmrdes de 71 g e
adultos 50 g (ANVISA, 2000).

Ja a fibra é definida como componente alimentar digerivel de
materiais vegetais, tais como componentes de polisgleos de paredes
celulares. Esses componentes podem ser divididosatweis em agua
(pectina e hidrocoloides) e insoluveis (celulosemitelulose, e lignina) e
fibras alimentares (SHI et al., 2013). As fibrakigeis sdo responséaveis, por
exemplo, pelo aumento da viscosidade do contelddstinal e reducdo do
colesterol plasmatico. As fibras insolUveis aumania volume do bolo
fecal, reduzem o tempo de transito no intestinosgpp e tornam a
eliminacdo fecal mais facil e rapida. As fibragrantares regularizam o

funcionamento intestinal, o que as tornam relegapta o bem-estar das
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pessoas saudaveis e para o tratamento dietéticvadas patologias
(MATOS; MARTINS, 2000).

No presente estudo as quantidades de proteinase & exemplo da
vitamina C e compostos fendlicos também variaranfame localidade e
grupos de plantas e provavelmente fatores comoaclisolo, gendtipo
também influenciam na quantidade desses nutriemtss frutos deB.
capitata esse fato também foi relatado pBraeriospathaonde os valores de
nutrientes foram variaveis conforme a localidadedzsla(MAGRO et al.,
2006).

Para os teores de fosforo as maiores médias dassente foram
verificadas em Aboboras, (Tabela 8). Os menoresreslde fosforo foram
verificados na populacdo de Cristalia grupos 3a4m Mirabela o menor
valor obtido foi no grupo 1 (Tabela 8). Com relag@® potassio esse
nutriente foi encontrado em maior quantidade n@gaoleB. capitata,em
comparacdo ao fosforo as maiores médias de potésaio verificadas em
Abdboras (1,99%) e Cristalia grupo 7 (1,67%) e asares porcentagens de
potéssio foram obtidas em Abdboras e Mirabela, anmwogrupo 7. Para o
magnésio os maiores valores foram constatados micipio de Abdboras
grupo 1, seguidos de grupos 3 e 4. Em Cristali@lftido o maior valor de

magnésio nos grupos 6 e 7 (Tabela 8).
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Tabela 8 Fosforo, potassio e magnésio de polp&s dapitataoriundas de
diferentes grupos de plantas e populagdes do deridinas Gerais

Grupos de plantas

Populacdes Fosforo (%)
Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8
Abdboras 0,19 0,19 0,19 0,19 0,18 0,19 0,19 0,19
Mirabela 0,14 0,15 0,14 0,15 0,15 0,16 0,16 0,16
Bonito de Minas 0,15 0,17 0,18 0,18 0,17 0,18 0,1818
Cristélia 0,14 0,13 0,16 0,13 0,24 0,27 0,16 0,14
Potassio (%)
Abdboras 1,22 118 125 150 1,99 144 1,07 1,09
Mirabela 121 132 130 133 135 150 1,16 1,34
Bonito de Minas 1,34 142 120 1,23 1,48 1,34 18322
Cristélia 1,40 158 1,15 152 1,39 153 1,67 1,19
Magneésio (%)
Abdboras 0,09 0,07 0,08 0,08 0,06 0,07 0,07 0,07
Mirabela 0,04 0,04 0,06 0,05 0,08 0,05 0,05 0,05
Bonito de Minas 0,06 0,05 0,07 0,05 0,07 0,06 0,05
Cristalia 0,08 0,07 0,09 0,08 0,07 010 0,10 0,08

As maiores médias para o cobre foram obtidas npalggdes de

Abdboras grupo 6 e 5 seguidos de Cristalia grupo24 Sendo os menores

valores encontrados em Bonito de Minas foram nopag 5 e 6 (Tabela 9).

Em relacdo ao manganés, em Aboboras grupo 4 eal@igirupos 6 e 4

foram obtidas as maiores médias desse mineral, es®res quantidades

foram verificadas em Mirabela grupos 2 e 1. Parinoo a maior média foi

obtida nos grupos 7, 6 e 5 (Tabela 9). Dentre @somutrientes avaliados o

ferro esteve presente em maior quantidade na pl@a capitataa maior

quantidade foi verificada na populacdo de Bonito Mimas grupo 5,

Aboboras grupo 4 e Mirabela grupo 6, as menoresamddram obtidas em

Mirabela e Bonito de Minas grupos 2 e 8, respectamte (Tabela 9).
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Tabela 9 Cobre, manganés, zinco e ferro de pale&s capitataoriundas
de diferentes grupos de plantas e populacdes de der Minas

Gerais

i Grupos de plantas

0

ig Cobre (ppm)

&

o Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8
AB 5,00 4,40 3,20 4,10 6,70 7,70 3,90 4,50
Ml 4,10 4,10 4,60 4,00 4,10 4,10 4,10 4,80
BM 3,10 3,40 3,40 3,60 2,90 2,90 3,90 3,50
CR 5,90 6,20 5,50 6,60 5,00 6,40 5,20 5,10

Manganés (ppm)
AB 6,27 4,50 8,30 24,1 5,40 10,90 6,00 5,10
Ml 3,80 3,50 9,60 8,90 14,10 13,20 9,00 6,50
BM 10,30 9,00 11,70 11,30 31,20 10,70 12,30 8,70
CR 17,10 10,30 15,80 18,20 12,8 22,00 14,40 11,00
Zinco (ppm)
AB 9,80 9,20 8,60 8,70 9,70 9,70 9,40 9,90
Ml 8,00 7,70 8,10 9,10 10,50 8,10 7,80 9,00
BM 8,30 8,00 7,80 7,20 9,50 6,30 8,70 7,60
CR 9,50 10,0 11,70 12,30 12,30 12,8 13,40 9,40
Ferro (ppm)

AB 50,0 41,0 35,3 585,0 79,0 31,0 37,0 97,0
Ml 32,0 26,0 63,0 1750 267,0 547,0 37,0 71,0
BM 98,0 30,0 43,0 64,0 839,0 38,0 45,0 26,0
CR 57,0 44,0 35,0 33,0 39,0 260,0 34,0 174,0

Com relacdo a constituicdo de macro e micronuggertn geraB.

capitata apresenta elevada quantidade de potassio e femparada com

outras frutiferas. Na banana o teor de potéssia dar297 a 341 mg (100g
) (RAMOS; LEONEL; MISCHAN, 2009). Também foi averigim em

estudos com polpas em outras palmeiras, em gesag|palmeiras sao ricas

em fonte de potassio. ERuterpe precatorighouve variacdo na quantidade

desse nutriente que conforme planta analisadalosesdicaram entre 77,19
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e 125, 08 mg (100 (YUYAMA et al., 2011), ja emA. aculeataos valores
de potassio foram de 766 mg (10Pgontra 36,76 de fosforo mg (108g
(RAMOS et al., 2008).

O ferro também esta presente em maiores quantidqdasdo
comparado com outros micronutrientes. Emedulisforam relatados 46,6
mg 100¢" (RIBEIRO; MENDES; PEREIRA, 2011) j4 ef aculeata7,71
mg (100g") (RAMOS et al., 2008). No entanto ek precatoriao zinco foi
0 micronutriente em maior quantidade, variando 68,43 a 318,32 mg
(100g") em funcéo de diferentes plantas (YUYAMA et al., 201

Os frutos dessa palmeira sdo amplamente utilizadadimentacdo
local, além de serem consumidos em escolas e eretzheegido norte de
Minas. A polpa deB. capitata apresenta grande potencial nutricional e
possui excelente quantidade de vitamina C, compdetwlicos, capacidade
antioxidante e fonte de fibras. Os resultados aftidos poderdo servir de
informacdes iniciais para o balanceamento de dip@a® a elaboracdo de
rétulos de produtos e caracterizagdo nutricioni@made também serem
utilizados como indicadores para futuros progrardas melhoramento,

conservacao, e formacéo de bancos de germoplasma.
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4 CONCLUSAO

Todos os parametros avaliados na polpa Ble capitata séo
influenciados pelas localidades e grupos de plantas

A polpa deB. capitataé bastante 4cida e apresenta elevado teor de
vitamina C, compostos fendlicos totais e capacidadi®xidante, entretanto
possui baixa quantidade de acUcares totais.

A polpa deB. capitata possui elevado teor de potéssio, ferro e

umidade e valores medianos de fibras e proteinas.
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Artigo 3: Contetdo de DNA de estruturas de germinado in vitro de
embrides deButia capitata
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RESUMO

Objetivou-se com este trabalho determinar o cowmtedel DNA e
avaliar a qualidade das andlises de citometridudte £mButia capitatade
diferentes estruturas originadas a partir de vadaaes da germinacéao
vitro de embribes zigbticos, bem como caracterizar rigita e
anatomicamente o material estudado. O experimartoeélizado com 16
tratamentos, sendo embrido, peciolo cotiledonaliaales aos 8, 16 e 27
dias, haustorio aos 8, 16 e 27 dias, radicula @o87le 37 dias, e bainha aos
16, 27, e 37 dias, folha aos 37 dias e folha datpladulta foi utilizada como
testemunha. O conteddo de DNA variou conforme eutesa analisada.
Verificou-se que aos 27 dias de cultinovitro o peciolo cotiledonar, bainha
e radicula apresentaram o menor coeficiente deag#oi e as mesmas
quantidades de DNA, ja no haustério e peciolo edtihar aos 8 dias foram
obtidos valores mais altos de DNA e também no cfie de variagéo,
indicando menos confiabilidade nas andlises paasesstruturas. Por meio
de cortes anatbmicos foi observado em ambas asturas aos 8 dias
grandes quantidades de idioblastos contendo coogpdshndlicos, que
provavelmente poderiam ter interferido nas analises

Palavras-chave Micropropagacdo. Tamanho do genoma. Contetdo de
DNA. Metabdlitos secundarios.
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ABSTRACT

The aim of this research was to determine the DNAtent and
evaluate the quality of the analysis of flow cytdémen Butia capitataof
different structures originated from multiple sta@é in vitro germination of
zygotic embryos and characterize morphologicallyl @matomically the
material studied. The experiment was conducted wliéh treatments,
cotyledon petiole evaluated at 8, 16 and 27 dagsstorium at 8, 16 and 27
days, primary root at 16, 27 and 37 days, the Bh#ét 27, and 37 days,
leaves at 37 days and leaves of the adult plarg. DNA content varied
according to the structure analyzed. It was founad &fter 27 days of culture
in vitro the cotyledonal petiole, sheath and radishowed the lowest
coefficient of variation and the same amounts ofADHs in haustorium and
cotyledon petiole to 8 days higher amounts of DN&ravobtained and also
the coefficient of variation indicating less reliél in the analysis for these
structures. Through anatomical sections was obdervéoth structures to
eight days idioblasts containing large amounts bé&nplic compounds,
which probably could have interfered with the asedy

Keywords: Micropropagation. Genome size, DNA content. Seaon
metabolites
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1 INTRODUCAO

O coquinho-azedoBtia capitata Mart. Becc.) é uma palmeira
nativa do bioma Cerrado e possui diversos usosonte e Minas Gerais
(LORENZI et al., 2010). Pode ser consumiid@atura,no preparo de sucos,
sorvetes e picolés e também na forma de polpaé gmeplamente procurada
e valorizada na regido (FARIA et al., 2008). Esspéeie é geralmente
encontrada em areas proximas a leitos de riosos swhis férteis. Devido a
essas areas serem preferidas para o plantio eeta dotensiva dos seus
frutos e a expansdo das fronteiras agricolas, pabaeira esta sendo
ameacada de extincao.

A perda de diversidade de espécies nativas € umavenina
conservacdo da biodiversidade e manutencdo de aplaat serem
domesticadas (JAMNADASS; LOWE; DAWSON, 2013). Potta estudos
que contemplem a caracterizagéo e descricdo desjgéies sdo necessarios
para servirem de base para outras areas. Nessextoora biotecnologia
aparece como uma ciéncia promissora para trabatimsespécies nativas e
principalmente parB. capitata

A citometria de fluxo € uma tecnologia comumentéizatia nas
pesquisas com cultura de tecidos, isso porque piw dessa ferramenta é
possivel verificar o conteddo de DNA, ciclo celulanalises de ploidia,
deteccdo de plantas haploides e de linhas di-ltigspdeteccdo de hibridos
interespecificos, controle da estabilidade do nileeploidia, verificacdo de
aneuploidia e taxonomia (DOLEZEL; GREILHUBER, 2010CHATT,
2008). Esta ultima importante pdBa capitata,uma vez que hé dificuldade
de caracterizar espécies incluidas no génBrgia por marcadores
morfolégicos (LORENZI et al., 2010). Essa tecnadogambém fornece
suporte em experimentos envolvendo embriogénesétsan duplicacdo
cromossOmica, variagdo somaclonal, influéncia tderéguladores.

Dentre os fatores que podem influenciar na andiseitometria de

fluxo encontram-se o tipo de material vegetal zddio, os tampdes de
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extragdo e os fluorocromos. Os dois ultimos sécs rham explorados na
elaboragao de protocolos. Contudo, o tipo de nateegetal utilizado nas
analises precisa ser melhor estudado, padronizadaracterizado, isso
porque a composicdo quimica do tecido a ser adalipade interferir nos
parametros, mascarando os resultados na citonddrifluxo. Fato esse
relatado por Bennett, Price e Johnston (2008) guantaram a hipotese de
que metabdlitos secundarios, como as antocianimakerigm inibir a
coloracdo do DNA propiciando uma estimativa errbdeaconteddo de
DNA. Loureiro et al. (2006) afirmam que os taninassim como muitos
outros compostos, também possuem essa caracteritidanto, os estudos
deveriam ser mais criteriosos em definir materadgquados garantindo
resultados fidedignos.

Com o objetivo de verificar a influéncia de compgstendlicos na
leitura de DNA, Thiem eSliwinska (2003) avaliaram diferentes tipos de
tecidos de Rubus chamaemorusdo encontrando diferencas entre os
materiais. J& erklaeis guineensiplantulas aclimatadas a partir do cultivo
in vitro apresentaram 3.701 pg de DNA, enquanto que cailéseis
apresentaram 3.2012 pg de DNA (RIVAL et al., 1997).

Galbraith et al.(1983) propuseram o uso de folhas como tecido
analisado para o estabelecimento do conteldo de.NNAentanto, a
utilizacdo de outras partes da planta devem sdiadsa em relacdo ao
conteudo de DNA para evitar alteracdes nos resudtadue podem ser
causados por substancias presentes na folha.

Diante do exposto, objetivou-se com este trabalérochinar o
contetudo de DNA e avaliar a qualidade das anatisesitometria de fluxo
em Butia capitatade diferentes estruturas originadas a partir devdases
da germinacdan vitro de embribes zigdticos, bem como caracterizar

morfoldgica e anatomicamente o material estudado.
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2 MATERIAL E METODOS

O estudo foi desenvolvido no Laboratério de CulieaTecidos da
Universidade Federal de Lavras. O material utilizid obtido na cidade de
Montes Claros regido norte de Minas Gerais. Foratec®nados frutos
maduros de epicarpo totalmente amarelo, oriundosadbos da mesma
planta. As amostras foram selecionadas retirandp+aatidade semelhante
de frutos de cada cacho, que em seguida foram Ipesias manualmente
com o auxilio de uma faca obtendo-se os pirénindo@arpo + semente).
Logo apods, esses foram lavados em agua destilaecas a sombra em
ambiente de laboratério temperatura e umidadecoatrolada. Em todos os
pirénios retirou-se o endocarpo com uma turquesiaiedo-se a semente.

O experimento foi conduzido em delineamento inte@ate
casualizado com 16 tratamentos e cinco repetigiiabzando 80 parcelas,
sendo embrido, peciolo cotiledonar avaliados aod63,27 e 37 dias,
haustério aos 8, 16 e 27 dias, radicula aos 16, 27 dias, e bainha aos 16,
27, e 37 dias, folha aos 37 dias e folha da pladtdta foi utilizada como
testemunha. A escolha dessas datas de coleta fmaasadas no estudo
proposto por Magalhées et al. (2003). A folha édaala planta adulta foi a
“flecha”, ou seja, a mais nova ainda inserida naHhzafoliar de coloracdo

amarelada.

2.1 Cultivoin vitro

As sementes foram desinfestadas, em solucdo caheds
hipoclorito de sodio sem diluicdo, por 20 minutesgndo, em seguida,
lavados por trés vezes em agua destilada e autolelaiZm camara de fluxo
laminar, os embrifes foram excisados e colocadoagia destilada e em
seguida transferidos para solucdo comercial declupto de sédio 2,5%,

por 10 minutos e lavados por trés vezes em agudlades na qual os
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mesmos permaneceram de uma a duas horas até setmmmphsferéncia
para o meio de cultura.

Foram inoculados 200 embri6es em tubos de ensaterwo 10 mL
de meio de cultura MS a 75% de concentracdo de (BHIRRASHIGE;
SKOOG, 1962; RIBEIRO et al., 2010), suplementadwos 6g. L' de agar,
3 g. L* de carvdo ativado, 30 g'lde sacarose, 0,5mg™Ide tiamina, 1mg.
L™ de piridoxina e 0,5mg. Lde &cido nicotinico (RIBEIRO et al., 2010). O
pH do meio de cultura foi ajustado para 5,7 e, eguisla, submetido a
esterilizacdo em autoclave, a 120°C, durante 1btogn Os explantes foram
mantidos em sala de crescimento, a temperaturaacneside 25+2 °C, na
auséncia de luz durante os primeiros trinta dig&saisso a plantulas
permaneceram sob fotoperiodo de 16 horas com idsefes luminosa de
42W ni®,

Durante 37 dias ap6s a inoculaclo vitro as plantulas foram
retiradas em intervalos irregulares para as asdld® cada estrutura,

estimando o contetdo de DNA e coeficiente de vao4¢V).

2.2 Estimativa do contetdo de DNA por citometria déluxo

Foi retirada uma porcao de aproximadamente 1 croade uma
dessas estruturas, que foram trituradas em plaéetiecontendo 1 mL de
tampdao Marie gelado para a liberacao dos nucledfk(E; BROWN, 1993)
[50 mM glicose, 15 mM NaCl, 15 mM KCI, 5 mM Na2.EBT50 mM
citrato de soédio, 0.5% Tween 20, 50 mM HEPES (pB) & 1% (m/v)
polivinilpirrolidona-10 (PVP-10)]. A suspensdo deéicteos foi aspirada
através de duas camadas de gaze, com auxilio depipata plastica e
filtrada através de uma malha de ©f. Os nudcleos foram corados pela
adicdo de 2L de uma solugcédo de 1mg/1lmL de iodeto de propideada
amostra.

O mesmo procedimento foi realizado para o preparpatirdo de

referéncia externoPjsum sativuntom 9,09 pg). Para cada amostra, 10 mil
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nucleos foram avaliados utilizando-se uma escaaribnica. A analise foi
realizada no citbmetro FacsCalibur (BD, Bioscien&an Jose, CA, USA) e
os histogramas obtidos com eoftware Cell Quest e analisados
estatisticamente neoftware WinMDI 2.8. (Scripps 43 Research Institute,
2011). O conteudo de DNA nuclear (pg) das plafuiasstimado utilizando-
se a razao entre as intensidades de fluorescéosialtleos G1 do padréao
de referéncia e dos nacleos G1 da amostra, modiplio-se essa razéo pela
quantidade de DNA do padrdo de referéncia. Os Gdotede DNA (pg) e
coeficiente de variacdo (CV) obtidos foram subnostica analises de
variancia e as médias comparadas pelo Teste déekSuut no programa
estatistico Sisvar (FERREIRA, 2011).

2.3 Andlises biométricas

Complementarmente no momento de cada coleta foransumados
o comprimento e didmetro do embrido, peciolo abdibar, bainha,
haustorio, raiz e folha que foram obtidos com aoixié paquimetro digital e
também foram realizadas fotomicrografias obtidasmeicroscopio Optico
Zeiss Stemi 2000-C e estereomicroscopio Primo Z&gs, ambos com
camera digital Cannon A-650/S, acoplada. Para cesteutura foram
realizadas 10 repeticOes e para as descri¢es logicls foram usadas as
terminologias empregadas por Henderson (2006) ezaPahainez e
Maldonado (2004).

2.4 Anatomia das plantulas e embrides

Para caracterizar, o material Becapitata foram tomadas amostras
de 10 plantulas aos 8 e 16 dias, épocas que forarstatadas maior
presenca de idioblastos contendo fendlicos Bareapitata.O material foi
fixado em FAA50 (JOHANSEN, 1940) por 24 horas, cpassagem em
vacuo, desidratado em série etilica e estocado tanole70% (JENSEN,

1962). Parte das amostras foi incluida em metagrisguindo metodologia
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proposta por Paiva, Pinho e Oliveira (2011). Cortesnsversais e
longitudinais (6 - fum) foram obtidos em micr6tomo rotativo e coradas co
azul de toluidina 0,05%, em pH 6,8 (O’'BRIEN; FEDENRCCULLY, 1964)

e montados entre lamina e laminula com resina (Bn®). As
fotomicrografias foram obtidas em microscépio apieiss Stemi 2000-C e
estereomicroscépio Primo Star Zeiss, ambos comrzédigital Cannon A-
650/S, acoplada.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As varidveis conteiddo de DNA e coeficiente de diga
apresentaram diferencas estatisticas ao nivel delé¥robabilidade pelo
teste de médias Skott Knott. O conteldo de DNA ama®stras variou
conforme estrutura e periodos de cultivo vitro em B. capitata As
variagdes observadas podem ser devido a variag$attternos (intrinsecos
do material vegetal) ou externos, que varia desd@ tmetodologia de
preparo das amostras até o momento da leitura t@onetro. Essas
diferencas sdo expressas em um coeficiente de caarigCV=desvio
padrdo/média) que, geralmente, varia de 1 a 10%cébntas vegetais. De
acordo com Marie e Brown (1993), o CV é um critéelementar na
validacdo de métodos citoldgicos que definem unmmaagde valores entre
1% e 2%, para andlises de alta qualidade e 3%, gatoode rotina.

O CV estd diretamente relacionado a qualidade dagstaas,
portanto, quanto menor, maior sera a confiabiliddde analises. Assim
sendo, é possivel afirmar que os tratamentos: @mbpieciolo cotiledonar
37 dias, radicula 37 dias, bainha 37 dias, folhalidg e folha da planta
adulta apresentaram os menores CV'’s obtendo, poytas indices de DNA
mais confiaveis (Tabela 1). O CV do tratamento t@aies8 dias foi 0 mais
alto, seguido dos tratamentos peciolo cotiledondia8 e haustério 16 dias,
sugerindo assim que existe alguma influéncia adedatinternos ou externos
prejudicando a qualidade das amostras (Tabelar tihs hipéteses € que
esse fato pode estar relacionado a producdo déadtisia secundarios que
se ligam ao DNA e produzindo um fenémeno denomirgelself-tanning
gque pode ocasionar variagdo na quantidade de DNE(GHUBER, 2007).
Os metabdlitos secundarios podem comprometer aagdio do DNA em
plantas intercalando-se no mesmo, causando imfceoias estimativas do
tamanho do genoma. A espéblasa acuminatapor exemplo, apresenta um
teor significativo de compostos fendlicos que piigja a qualidade final das

analises de plantas vitro (CAMOLESI et al., 2007), uma vez que, no
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momento do preparo das amostras, esses compostgsitam, dificultando

a leitura no citbmetro.

Tabela 1 Conteudo de DNA e coeficiente de varig€ad deButia capitata
do embrido, plantulas cultivadasvitro e folha da planta adulta

Tratamentos DNA (pg) CV(%)

Embrido 3,9a 0,59 a
Peciolo cotiledonar 8 dias 5,17 c 1,45 ¢
Haustorio 8 dias 503¢c 1,81d
Peciolo cotiledonar 16 dias 4,38 a 0,82b
Radicula 16 dias 4,19 a 0,84b
Bainha 16 dias 4,03 a 0,87 b
Haustoério 16 dias 4,20 a 1,43 c
Peciolo cotiledonar 27 dias 4,61b 0,59 a
Radicula 27 dias 4,55 b 0,63 a
Bainha 27 dias 4,56 b 0,60 a
Haustoério 27 dias 4,65b 158¢
Peciolo cotiledonar 37 dias 4,15a 0,55 a
Radicula 37 dias 4,08 a 0,54 a
Bainha 37 dias 4,23 a 0,42 a
Folha 37 dias 4,05 a 0,55a
Folha planta adulta 4,44 a 0,54 a

*médias seguidas pela mesma letra na vertical pete a um mesmo grupo e nao
diferem entre si pelo teste de médias Scott-Knbftede probabilidade

Grande parte da diversidade genética expressa &mtulals obtida
de cultura de tecidos, incluindo alteragcdes do Indee ploidia, podem
resultar de danos causados pelo estresse oxiaasvtecidos da planta.

Os menores contetdos de DNA foram observados paraboido,
folha aos 37 dias, folha da planta adulta e pedotdedonar (8, 16 e 37
dias), radicula (16 e 37 dias), bainha (16 e 3%)d{@abela 1). No entanto,
os indices de DNA dessas estruturas analisadas6adsas tiveram CV’s

mais altos, indicando baixa precisao.
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Aos 27 dias apos a inoculacéo vitro para peciolo cotiledonar e
radicula foi verificada a mesma quantidade de Dbtando os valores de
DNA intermediarios aos citados anteriormente. OssQMésses tratamentos
foram menores, confirmando assim que esses regsltadssuem alta
confiabilidade.

Aos 8 dias no peciolo cotiledonar e haustério fordrservados os
maiores conteudos de DNA. No entanto, os CV’'snorauito elevados,
indicando que hé interferéncia de algum fator fatérdo na quantidade de
DNA. Nessa fase observa-se no cotilédone o inigi@missédo da radicula
(Fig. 2B). H& uma intensa producédo de compostoéliters secundarios
(Fig. 2B; E). Essas substancias tém sido comumentmontradas no
cotilédone de algumas palmeirasde células contendo fendlicos formam
uma faixa conica na regido proximal do embrido (ZANet al., 2004,
SUGIMUMA; MURAKAMI, 1990). EmB. capitataa presencga de inimeros
idioblastos contendo fendlicos externos a coifegpodorovavelmente, atuar
na protecdo contra o ataque de patégenos (WERKER7)1além de
contribuir com a protrusdo do sistema radicular.pé&ssivel que tais
compostos fendlicos presentes possam ter intewatss fluorocromo
comprometendo a estimativa do conteldo de DNAndis afetam a
acessibilidade do corante ao DNA, e podem ser uamdefde erro
estequiométrico da estimativa de contetdo de DNAIROT et al., 2000).
Nos estudos Thiem $liwi fiska (2003) conRubus chamaemoruspresenca
de fendis no tecido foliar levou os autores a nicalifa composicdo do
tampéo de isolamento com a adicdo de diferenteseatnacdes de um
antioxidante PVP- 10 (0,5, 1 e 2%). Hfn guieensisalos diferiram em
quantidade de DNA (3,12 pg), para plantulas aclwlad e sementes com
conteudo de DNA aproximadamente de 3,7 pg (RIVARIgt1997). EmA.
aculeatao conteude de DNA da folha foi de aproximadameng8l pg
(ABREU et al., 2011).

Nas sementes de palmeiras o haustorio expandeaealpsorver as

reservas do endospernia,vitro essa estrutura ndo se expande de modo que
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a degeneracdo do haustério é consequéncia ndaitaksse observado por
Magalhdes et al. (2013) parB. capitata Observou-se uma grande
quantidade de compostos fendlicos nessa estruRraavelmente, isso
pode ter comprometido a leitura e favorecido a wmonCV.

Foram observadas também diferencas no conteddoNde das
mesmas estruturas ao longo do tempo. No caso dolmeotiledonar aos 8
dias apresentou 5,17 pg, aos 16, 4,38 pg, aos,&l pg e aos 37 dias 4,15
pg. O mesmo aconteceu com 0 haustorio, cujo cootdddDNA variou de
5,03 pg aos 8 dias, 4,20 pg aos 16 e 4,65pg aadia®7 Entretanto, 0s
histogramas com as distribuicBes obtidas apresenstanpre variacoes, ja
que as medicBes do conteiddo de DNA ndo sao perfdif@UREIRO;
SANTOS, 2004). Essas diferencas também podem s@odao contetdo
2C de DNA nuclear ser altamente plastico em reapast condi¢cbes de
cultivo (MSOGOYA; GROUT; ROBERTS, 2011). No entanb contetdo
de DNA da radicula e bainha foi mais estavel e eue® variou ao longo
dos periodos estudados. As folhas tanto da plahtitgaaguantdn vitro aos
37 dias, bem como o embrido também néo sofrerasredifas significativas
no contetdo de DNA.

A figura 1 ilustra histogramas de citometria dexdlulo contetido de
DNA. Nesses histogramas sempre o primeiro pico ddorse refere ao pico
G1 da interfase das diferentes estruturas anatisadasegundo, ao pico G1
do padrao de referénciBigum sativum

E possivel observar que os melhores histogramasfobtidos com
0s tratamentos peciolo cotiledonar e bainha aadie&7 (Fig. 1D; E). Esses
histogramas apresentaram picos extremamente fifiogpes. Quanto mais
fino o pico, menor o cv. O histograma referentelbd adulta, apesar de ter
apresentado pico fino e baixo cv, apresentou-staitasdentado, com um
arraste ruim, a esquerda dos picos, apresentandiistograma de qualidade
intermediaria.

J& o haustorio e o peciolo cotiledonar aos 8 dipesentaram 0s

piores resultados, isso pode ser observado noeghasbhas, com picos
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bastante grossos, muito dentados e com muito erriagblicando assim na

baixa confiabilidade dos resultados (Fig. 1F; G).
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Figura 1 Histogramas de citometria de fluxo parantgificacdo de DNA. A)
embrido; (B) folha aos 37 dias pds-cultivo; (Chioda planta adulta; (D)
peciolo cotiledonar aos 37 dias; (E) bainha aosiag; (F) haustério 8
dias; (G) peciolo cotiledonar aos 8 dias
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Figura 2 Estrutura das plantulas e germinagawitro de Butia capitataSeccdes
longitudinais (B,C, E); (A) plantula aos 8 dias;)(Base do peciolo
cotiledonar com faixa fendlica e a raiz aos 8 di@3;haustério aos 8 dias;
(D) plantula aos 16 dias; (E) Raiz; (F) plantuladas; (G) plantula 37
dias. (b1: primeira bainha; b2: segunda bainha;coifa; cx: cortex; ep:
epiderme; fo: folha; fl: floema; If: idioblastosrfélicos; ha: haustério; pa:
parénquima; pc: peciolo cotiledonar; rp: raiz primé&i: xilema)



122

Em grande parte dos trabalhos que envolvem a padgéio de
protocolos para a andlise de DNA em citometria ldgof contemplam
fatores como o tipo de tampé&o de extracdo do D&esl de fluorocromos,
tempo de extracdo das amostras, espécie de padieditre outros. E
importante que o material vegetal esteja bem aiaatlo para que em
analises futuras e os resultados obtidos possamreggpduziveis e
confiaveis. No processo germinativo Be capitatao peciolo cotiledonar
expandiu-se em um primeiro momento até por volté de, quando entao
essa estrutura permaneceu estabilizada com poesciroento (Fig. 3). Da
mesma forma o haustoério se expandiu até por volal@ dias do cultivin
vitro, quando entdo comecou a se degenerar (Fig. 3 ©sAtompostos
fendlicos presentes em grande quantidade nessztuestiprovavelmente
possuem algum papel nessa fase. A raiz inicia sateupéo por volta dos 8
dias, entretanto, somente pode ser mensurada & pad 12 dias,
juntamente com a primeira bainha, ambas as estmitoontinuam seu
desenvolvimento ao longo do cultivan vitro expandindo-se em
comprimento e didmetro (Fig. 3; 4). Por volta désdlas de cultivo, foi
possivel verificar a raiz primaria e primeira bartlem desenvolvidas (Fig.
2F), j& os 37 dias o limbo foliar encontrou-se ltoémte desenvolvido e
expandido (Fig. 2G).
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4 CONCLUSOES

O conteudo de DNA das diferentes estruturaButéa capitatavaria
de 3,99 pg (em embrides) até 5,17 pg (em pecidiledonar).

As estruturas peciolo cotiledonar e haustorio ade$8do cultivan
vitro tém seu contetdo de DNA alterados ao longo doegies de avaliagédo
apresentando altos coeficientes de variacéo.

Bainha, peciolo cotiedonar e radicula apresentammesores
coeficientes de variacdo e quantidades iguais d&,BBhdo essas estruturas
as mais confiaveis para analise do teciddBewwapitata

Metabdlitos secundarios provavelmente interferenqueidade das

amostras.
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