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Apresentacao

A Embrapa Amazonia Oriental, nas ultimas décadas, vem desenvolvendo
estudos com diversas espécies frutiferas nativas da Amazoénia, com o
objetivo de identificar os gendétipos de maior adaptacao e estabilidade de
producdo as localidades em que séo cultivados.

Os materiais selecionados devem apresentar caracteristicas exigidas pela
agroindustria, contribuindo para o crescente mercado de polpas e sucos
do Estado do Pard. Além disso, espera-se que essas fruteiras sejam uma
alternativa para a agricultura familiar no estado, tanto como fonte de renda
como visando a soberania e seguranca alimentar das comunidades locais.

Dentre essas espécies, destaca-se o murucizeiro [Byrsonima crassifolia

(L.) H.B.K.], para o qual a Embrapa vem obtendo resultados nas areas de
fisiologia de sementes, producao de mudas, caracterizacao de recursos
genéticos, avaliacao morfoagronémica de clones, estudos de adaptacao e
diversidade genética, utilizando marcadores moleculares.

Este trabalho apresenta os principais avancos nessas areas e as perspectivas
do programa de melhoramento genético do murucizeiro na Embrapa
Amazonia Oriental.

Adriano Venturieri
Chefe-Geral da Embrapa Amazénia Oriental
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Propagacao do murucizeiro

Walnice Maria Oliveira do Nascimento
José Edmar Urano de Carvalho

Introducao

O murucizeiro [Byrsonima crassifolia (L.) H.B.K.] é planta arbustiva da familia
Malpighiaceae, nativa da Amazonia. Apresenta distribuicdo geogréfica
bastante ampla no territério brasileiro, sendo, porém, encontrado com
maior frequéncia e abundancia nas regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste,
especialmente na primeira, onde se encontram densas e diversificadas
populacées naturais em areas campestres e de vegetacao secundaria. E
também encontrado na regido Sudeste, em particular nos estados de Minas
Gerais e Sao Paulo, porém de forma mais rara. Rompendo as fronteiras
brasileiras, esta disperso em todos os paises que se limitam com a Amazonia
Brasileira e no México, na América Central e no Caribe (CAVALCANTE, 2010;
MORTON, 1987; ROOSMALEN, 1985; SOUZA et al., 2006).

O muruci é fruto carnoso, do tipo drupoide, com formato globoso ou
oblongo, oriundo de ovario tricarpelado, e cada carpelo contém um
6vulo (BARROSO et al.,, 1999). O tamanho e o peso do fruto apresentam
pronunciadas variagées, sendo encontrados frutos com diametro entre
0,7 cm e 2,2 cm e peso entre 1,0 g e 6,0 g. Essas caracteristicas tém
forte componente genético e independem do ndmero de frutos que se
desenvolvem em determinado racemo (Figura 1).

Figura 1. Cacho com frutos de muruci.
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O murucizeiro [Byrsonima crassifolia (L.) H.B.K.]: avancos no conhecimento e a¢des de pré-melhoramento

Na Amazodnia Brasileira, assim como nas demais areas de ocorréncia no
Brasil, o fruto é pouco consumido ao natural, sendo mais utilizado na
elaboracdo de refresco, sorvete, geleia, doce, licor, bolos, mousses e pudins.
No México, é mais frequentemente utilizado em pratos salgados, em
particular sopas ou em recheios de carnes (CAVALCANTE, 2010). Utilizacao
semelhante se verifica na América Central, no Caribe.

A porcao comestivel do muruci, que corresponde ao mesocarpo (polpa),
representa 76,6% do peso do fruto. A casca (epicarpo) é o componente

que se apresenta em menor proporcao, respondendo por 6,7% do peso do
fruto. O restante (16,7%) é constituido pelo conjunto endocarpo e sementes,
popularmente denominado de caroco (CARVALHO; MULLER, 2005).

Biologia Floral

As flores do murucizeiro sdo hermafroditas e estdo dispostas em racemos
terminais alongados, que podem atingir até 15 cm de comprimento. E
pentamera, com célice formado por cinco sépalas oval-triangulares, cada
uma contendo dois elaiéforos, ou seja, glandulas que secretam 6leo, o qual
se constitui no principal recurso forrageiro oferecido aos polinizadores.

A corola é constituida por cinco pétalas livres, com a pétala superior
modificada em pétala estandarte (Figura 2). O androceu apresenta dez
estames com filetes concrescidos na base e anteras ovaladas. O gineceu
é constituido por ovario supero, tricarpelar e triloculado, cada léculo
contendo um évulo. Apresenta trés estiletes longos que ultrapassam o
nivel das anteras (CAVALCANTE, 2010; PEREIRA; FREITAS, 2002; REGO;
ALBUQUERQUE, 2006a).

Figura 2. Flores do
murucizeiro.
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Capitulo 1 - Propagacdo do murucizeiro

O murucizeiro é considerado como espécie aldgama e autocompativel
(SIHAG, 1995), embora Pereira e Freitas (2002) tenham observado baixo
vingamento de frutos, em flores submetidas a autopoliniza¢ao. Os
principais agentes polinizadores sao abelhas dos géneros Centris, Epicharis e
Paratetrapedia (REGO; ALBUQUERQUE, 2006b).

Provavelmente, a alogamia no murucizeiro seja determinada por
mecanismo de dicogamia, que consiste na maturagao dos estames

e do gineceu em épocas distintas, de modo que a flor, conquanto
morfologicamente hermafrodita, é fisiologicamente unissexual. Especula-
-se sobre a ocorréncia de dicogamia na flor do murucizeiro pelo fato de
gue em centenas de autopolinizagdes efetuadas no momento da antese,
em diferentes gendtipos da Colecdo de Germoplasma de Murucizeiro da
Embrapa Amazoénia Oriental, ndo ocorreu o desenvolvimento de frutos.
Para Pereira e Freitas (2002), o murucizeiro é planta predominantemente de
polinizacdo cruzada, que possui florescimento prolongado e apresentacao
didria de flores como estratégia reprodutiva para assegurar a polinizacdo em
seu habitat natural.

Em ambientes em que os polinizadores ocorrem abundantemente, a
conversao de flores em frutos é elevada, desde que ndo haja predacao de
flores e de frutos em formacao e que os fatores abiéticos sejam favoraveis
para a polinizacdo e para o crescimento e desenvolvimento dos frutos.
Nessas condi¢cdes, Garcia-NUnez e Azdcar (2004) observaram taxa de
conversao de flores em frutos de 65%. No entanto, resultados obtidos na
Embrapa Amazoénia Oriental em quatro clones de murucizeiro cultivados
na microrregido Belém, PA, com abundante presenca de abelhas do taxon
Epicharis, indicaram taxas bem menores, entre 10,6% e 23,3%, ndo obstante
ter sido constatada porcentagem de fecundacao de évulos superior a 70%,
entre 20 e 30 dias ap6s a abertura das flores.

Epoca de frutificacdo

Na microrregiao Belém, a época de producao de frutos ocorre, geralmente,
no periodo de outubro a janeiro. Pequenas producdes também sao
verificadas em fevereiro, marco, abril e maio. Esse padrao de distribuicao

da producéo de frutos também é observado em outros locais da Amazonia
Oriental Brasileira, em que a espécie ocorre espontaneamente, com
pequenas variagdes nos meses de inicio, pico e término de producao (Figura 3).
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O murucizeiro [Byrsonima crassifolia (L.) H.B.K.]: avancos no conhecimento e a¢des de pré-melhoramento

A desuniformidade na maturacdo dos frutos é bastante pronunciada entre
racemos de uma mesma planta e, em intensidade menor, entre frutos de
um mesmo racemo. Dentro de um racemo, o intervalo entre a abscisao do
primeiro e do ultimo fruto situa-se entre 6 e 20 dias, com média de 11 dias
(CARVALHO et al., 2006).

Figura 3. Distribuicdo percentual da producéo de frutos de muruci durante o ano.
Fonte: Carvalho et al. (2006).

Métodos de propagacao

O murucizeiro em estado natural se reproduz somente por via sexuada.

Na produc¢do comercial de mudas, é propagado tanto por via sexuada
(sementes) como por via assexuada, particularmente por enxertia. Nesse
ultimo caso, os métodos de garfagem no topo em fenda cheia e gema com
escudo apresentam boa porcentagem de enxertos pegos (CARVALHO et al.,
2006).

Propagacao sexuada

A unidade de dispersdo (didsporo) e de propagacdo do murucizeiro

é o pirénio, popularmente denominado de caroco, que é constituido
pelo conjunto endocarpo e sementes. Os pirénios apresentam formato
arredondado ou ovalado, sdo rigidos e com superficie externa reticulada
e contém de uma a trés sementes. Obviamente, o nimero de sementes
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contidas em um pirénio depende do nimero de 6vulos que foram
fecundados e que apresentaram desenvolvimento normal (Figura 4). Com
maior frequéncia, sdo encontradas trés sementes, localizadas em Iéculos
individualizados, as quais sdo diminutas em relacdo ao tamanho do caroco
(CARVALHO et al., 2006; CAVALCANTE, 2010).

Figura 4. Pirénios de muruci contendo uma, duas e trés sementes.

O peso dos pirénios varia acentuadamente entre gendtipos e, em menor
intensidade, dentro dos genétipos. Assim sendo, o nimero de pirénios por
quilograma se situa entre 1.429 e 4.090 (Tabela 1). Normalmente pirénios
maiores estdo associados a frutos de maior tamanho.

Tabela 1. Peso de 100 pirénios de muruci e nimero de pirénios por
quilograma, em func¢ao da planta-matriz.

. Peso de 100 pirénios® Ndmero de pirénios
Planta-matriz )
(8) por quilograma

Acu 70,0 1.429

Maracana 1 24,5 4.090

Tocantins 1 28,2 3.546

Terra Alta 31,7 3.155

M Pirénios com teor de umidade de 7,5%.
Fonte: Carvalho et al. (2006).
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O murucizeiro [Byrsonima crassifolia (L.) H.B.K.]: avancos no conhecimento e a¢des de pré-melhoramento

As sementes sao pequenas em relacao ao pirénio, representando entre
10% e 19% do peso deste. As sementes desprovidas do endocarpo nao sao
utilizadas como unidade de propagacédo, em decorréncia da dificuldade de
remové-las do interior dessa estrutura sem que ocorra comprometimento
da capacidade de germinacao (Figura 5). Estao envolvidas por tegumento
delgado de cor creme e a radicula apresenta-se bastante exposta, sendo
facilmente danificada quando se efetua a remocao do endocarpo. O
embriao é espiralado e representa a quase totalidade do volume da
semente (BARROSO et al., 1999).

Figura 5. Detalhe da semente de
muruci dentro do pirénio.
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Extracao e beneficiamento das unidades de propagacao

A maturagao dos frutos é um aspecto importante para que as sementes
germinem. Assim sendo, as sementes destinadas a producao de mudas

ou porta-enxertos devem ser oriundas de frutos em completo estadio de
maturacdo, caracterizados pela cor amarela do epicarpo e pela consisténcia
mole da polpa. A utilizacdo de frutos completamente maduros facilita
sobremaneira a operacdo de remocdo da polpa e a limpeza dos pirénios.

Normalmente, os frutos ndo sao colhidos e sim coletados no solo, apds se
desprenderem naturalmente da planta-mae. No momento em que ocorre a
abscisao, os frutos, conquanto fisiologicamente maduros e com as sementes
expressando sua maxima qualidade fisiologica, apresentam, ainda, polpa
(mesocarpo) com consisténcia firme, sendo necessarias 24 a 48 horas

para que adquiram consisténcia mole e possam, consequentemente, ser
despolpados. Os frutos que ja estejam em inicio de deterioracao se prestam
como fonte de material propagativo, haja vista as sementes ndo serem
afetadas, pois estao protegidas pelo endocarpo.

A remocao da polpa pode ser efetuada manualmente ou mecanicamente.
No primeiro caso, utiliza-se uma peneira com tela de arame, esfregando



Capitulo 1 - Propagacdo do murucizeiro

os frutos sobre a tela com as maos, até que ocorra o desprendimento da
polpa. No despolpamento mecanico, a remocao é realizada em maquinas
despolpadoras, correntemente utilizada para extracao de polpa de frutas
tropicais. Para pequenas quantidades de frutos, a remocao da polpa pode
ser efetuada utilizando-se um liquidificador doméstico, o qual deve ser
acionado na posicédo pulsar. Para que funcione eficientemente, é necessario
gue o volume de agua seja, no minimo, duas vezes o volume de frutos.

Apds a remocao da polpa, os pirénios devem ser lavados em agua
corrente até que a superficie do endocarpo se apresente completamente
desprovida de residuos de polpa. A remocao completa desses residuos é
particularmente importante quando é necessario o armazenamento.

Armazenamento

As sementes de muruci apresentam comportamento ortodoxo,

podendo, portanto, ser conservadas pelos métodos convencionais de
armazenamento, que tém como pressupostos basicos a reducao do teor
de agua para niveis entre 4% e 7% e o armazenamento em temperaturas
igual ou inferiores a 18 °C (CARVALHO et al., 2001). Estudos desenvolvidos
por Carvalho e Miiller (2005) demostraram a possibilidade de manutencao
da viabilidade das sementes por 10 anos. Para tanto, é necessario que os
pirénios sejam submetidos a secagem até que o teor de dgua seja reduzido
para nivel préoximo a 5% e que sejam armazenados em temperatura igual
ou inferior a 18 °C negativos, em embalagem a prova de vapor d’'agua. A
secagem é necessaria, pois os pirénios, logo apds a remocéo da polpa, estao
com teor de dgua em torno de 17% (CARVALHO et al., 1998).

Um procedimento simples para preservar a viabilidade das sementes por
periodos de até 1 ano consiste em secar os pirénios, de tal forma que o teor
de 4dgua seja reduzido para nivel méximo entre 6% e 7%. Em seguida, devem
ser acondicionados em embalagens a prova de vapor d'dgua e armazenados
em refrigerador doméstico (temperatura entre 5 °C e 8 °C). A secagem

pode ser efetuada ao sol ou em ambiente com umidade relativa do ar
inferior a 40%, utilizando dessecadores com silica-gel ou outras substancias
dessecantes.

O armazenamento nas condi¢des de ambiente natural da Amazonia ndo é
recomendado, pois as sementes perdem completamente a viabilidade entre
4 e 6 meses apas o inicio do armazenamento, independentemente do tipo
de embalagem.
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O murucizeiro [Byrsonima crassifolia (L.) H.B.K.]: avancos no conhecimento e a¢des de pré-melhoramento

Semeadura

A semeadura pode ser efetuada em sementeiras ou diretamente em sacos

de plastico. Um bom substrato para a germinacao de sementes de muruci é a
mistura de areia com p6 de serragem curtida, na proporcao volumétrica de 1:1.
A mistura de areia com fibra de coco triturada ou com vermiculita também se
constitui em substrato adequado, porém o custo desses produtos é maior.

Germinacao

A porcentagem de germinacao de sementes de muruci é normalmente baixa,
lenta e com acentuada desuniformidade (CARVALHO et al., 1998). Entretanto,
dentro de um mesmo lote de sementes, existe pequena proporc¢ao (20% a
30%) que germina prontamente, pois ndo apresenta dorméncia fisioldgica

e o endocarpo nao oferece restricoes a germinagao (CARVALHO et al., 1998;
CARVALHO; NASCIMENTO, 2008).

Em pesquisas desenvolvidas com sementes do clone Acu, ficou comprovado
que a germinagdo das sementes de muruci é regulada por dois mecanismos
de dorméncia: o primeiro representado pelo espesso e cérneo endocarpo, o
qual é permeavel a agua, mas oferece resisténcia mecanica ao crescimento do
embrido, e o segundo em razdo da dorméncia fisioldgica. Os autores obtiveram
elevadas porcentagens de germinacdo e redugdo substancial no tempo para
emergéncia das plantulas, quando os pirénios foram pré-embebidos em agua
ou em solucdo de acido giberélico e, em seguida, submetidos a fratura do
endocarpo por compressdo. O mesmo resultado foi observado para os pirénios
dos clones Cristo, Santarém-2 e Tocantins-1 (Figura 6).

Figura 6. Germinacao de sementes de muruci dos clones Cristo, Acu e Tocantins 1.
Fonte: Adaptado de Carvalho e Nascimento (2008).
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Em experimento com trés clones de murucizeiro, foi verificado que a
secagem dos pirénios propiciou aumento na velocidade de emergéncia
e reducao no tempo médio de germinacéo. O periodo de secagem

dos pirénios de muruci por 240 horas proporcionou porcentagem de
germinagao de 90%, 65% e 53%, respectivamente, para os clones Acu,
Maracana-2 e Guatacgara 1.1 (Figura 7).

Figura 7. Germinacéo de sementes de muruci dos clones Agu, Maracana-2 e Guatacara 1.1,
apoés secagem dos pirénios.

Fonte: Nascimento et al. (2011).

A baixa porcentagem de germinacao é primariamente determinada pelas
restricbes impostas pelo endocarpo que, em razdo de sua consisténcia
pétrea, oferece resisténcia mecanica ao crescimento do embrido. Convém
ressaltar que o endocarpo é permedvel a 4gua, permitindo que as
sementes absorvam essa substancia quando semeadas em substrato com
disponibilidade hidrica adequada para a germinacao.

A desuniformidade na germinagdo, mesmo em sementes oriundas de
determinada planta-mae, é decorrente do fato de que o grau de resisténcia
imposto pelo endocarpo varia entre pirénios. Dentro de um mesmo pirénio,
a intensidade de resisténcia é semelhante, haja vista que, quando essa
estrutura apresenta duas ou trés sementes vidveis em seu interior, em geral,
a germinacao ocorre simultaneamente (Figura 8).
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Figura 8. Detalhe da germinagéo
simultanea de duas sementes de
muruci contidas em um mesmo
pirénio.

oyjeaied ap ouei( :0304

A emergéncia da raiz primadria, que é a primeira parte da plantula que se
exterioriza, s6 ocorre apos o desprendimento de estrutura do endocarpo
semelhante a um pequeno opérculo. Cada endocarpo apresenta trés dessas
estruturas, independentemente de apresentar uma, duas ou trés sementes.

A emergéncia dos cotilédones ocorre entre 2 e 3 dias ap6s o surgimento da
raiz primdria e, logo em seguida, observa-se o desenvolvimento do epicétilo.

A germinacgado da semente de muruci é epigeal, ou seja, os cotilédones
ultrapassam a superficie do substrato de semeadura e a plantula é do tipo
fanerocotiledonar, conforme classificacdo de Duke e Polhill (1981).

Superacao da dorméncia

A superacao da dorméncia de sementes de muruci pode ser obtida
provocando-se fraturas no endocarpo ou imergindo-se os pirénios, durante
24 horas, em solucao de acido giberélico ou, ainda, combinando os dois
métodos, ou seja, imergindo-se os pirénios em solucao de acido giberélico
e provocando-se, posteriormente, fraturas no endocarpo. O uso da solucao
de acido giberélico na concentracao de 500 mg L, propiciou 85,5% de
germinacao no clone Cristo. Entretanto, o uso de acido giberélico acarreta
aumento de custos ao produtor. Conquanto o acido giberélico estimule

a germinagao de sementes contidas em pirénios em que nao se provoca
fraturas no endocarpo, os resultados sdo menos expressivos do que quando
se provoca simplesmente fraturas no endocarpo. Assim sendo, o método
recomendado para acelerar a germinacao das sementes consiste na imersao
dos pirénios em agua seguido de fraturas no endocarpo por compressdo.
Esse procedimento proporcionou 80,5% de germinagao em sementes do
clone Cristo, 40 dias apds a semeadura (CARVALHO; NASCIMENTO, 2013).
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A fratura no endocarpo pode ser efetuada comprimindo-se levemente o
caroco (pirénio), no sentido do 4pice para a base em uma morsa ou prensa
manual (Figura 9). Para que o método seja eficiente e eficaz, € importante
que os pirénios sejam previamente imersos em dgua ou em solucao de
acido giberélico, durante 24 horas. Tal procedimento é necessario, pois a
imersao em agua, além de tornar o duro e espesso endocarpo um pouco
menos resistente, confere certa elasticidade aos tecidos da semente,
evitando fraturas no embrido. Quando os pirénios nao sao imersos em
4gua, a quase totalidade das sementes sofre danificacdes na radicula, o que
compromete a viabilidade das sementes ou condiciona elevada propor¢ao
de plantulas anormais.

Figura 9. Compressao para provocar fratura no endocarpo em pirénio do muruci.

Repicagem

No caso da semeadura em sementeiras, a repicagem para sacos de plastico
deve ser efetuada logo apds a emergéncia das plantulas, ou seja, quando
estdo apenas com as folhas cotiledonares. Como cada pirénio de muruci
pode conter até trés sementes, N0 caso em que ocorre a germinagao de
duas ou trés sementes, retirando as plantulas com cuidado, é possivel o
aproveitamento de todas para formacdo de mudas.

Recipientes e substratos para formacao de mudas

Quando a muda nao for enxertada, sao indicados sacos de polietileno
preto com dimensdo de 17 cm de largura e 27 cm de altura e espessura
de 100 micra, por a muda ficar menos tempo no viveiro (4 a 5 meses). Para
formacgao de porta-enxertos, as mudas, apos a enxertia, permanecem
mais 3 a 4 meses no viveiro. Sao indicados sacos de polietileno com maior

oy|eaied ap ouel :0304
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espessura, com dimensao de 18 cm x 35 cm e espessura de 200 micra. Pode
ser também utilizado tubete com capacidade para 288 cm? (Figura 10).

Como substrato, é indicada a seguinte mistura: 80% de solo + 20% de cama
de aviario. No caso da utilizacdo de esterco puro (de gado ou ave), a mistura
deve ser de 60% de solo, 20% de pé de serragem ou fibra de coco triturada e
20% de esterco curtido (TAVARES et al., 2014).

Figura 10. Formacao de mudas de murucizeiro em tubetes.

As mudas recém-repicadas
devem ser mantidas em viveiro
com nivel de incidéncia de luz
em torno de 50%. As plantas
estardo aptas para o plantio
no local definitivo entre 4 e

6 meses apos a repicagem,
ocasiao em que apresentarao
altura entre 40 cm e 50 cm,
diametro basal em torno de
0,5 cm e numero de folhas
entre 14 e 20 (Figura 11).

Figura 11. Muda de murucizeiro obtida
por semente.
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Capitulo 1 - Propagacdo do murucizeiro

Propagacao assexuada

A propagacao assexuada do murucizeiro visa fundamentalmente assegurar a
reproducdo integral de gendtipos que apresentam caracteristicas desejaveis,
tais como: elevada produtividade, frutos de maior tamanho e maior rendimento
percentual de polpa, maturacao uniforme dos frutos dentro dos racemos, polpa
com teor de sélidos soluveis totais superior a 12 °Brix, entre outras.

Ao contrério da maioria das espécies frutiferas amazoénicas, a propagacao do
murucizeiro por via assexuada nao tem por objetivo a reducdo da fase jovem da
planta, haja vista 0 murucizeiro ser uma espécie que apresenta caracteristica de
precocidade bastante pronunciada. Plantas oriundas de sementes, desde que
manejadas adequadamente, comecam a produzir os primeiros frutos 10 a 12
meses apds o plantio no local definitivo. Em alguns casos, tém sido observadas
producdes de até 6 kg na primeira safra.

Propagacao por estaquia de ramos

Para a propagacao por estaquia, é imprescindivel a utilizacdo de propagador
com sistema de nebulizagdo intermitente, programado para nebulizar agua
durante 30 segundos, a cada 10 minutos. Esse procedimento é necessario para
evitar que as estacas percam agua, o que compromete o enraizamento.

Utilizando-se estacas terminais tratadas durante 24 horas com soluc¢ao de acido-
3-indol-butirico, na concentracdo de 250 mg L7, foram obtidas porcentagens

de enraizamento, 90 dias apds a colocacao das estacas no substrato de
enraizamento, de até 80% nos gendtipos de facil enraizamento e entre 10% e
30% nos de dificil enraizamento. As estacas apresentaram ndmero superior a 20
raizes e sobrevivéncia superior a 80% no viveiro. Os resultados até entao obtidos
indicaram que a capacidade de enraizamento das estacas varia de acordo

com o gendtipo. Assim sendo, existem gendtipos cujas estacas enraizam mais
facilmente e outros que sao de dificil enraizamento (CARVALHO et al., 2006).

As estacas, logo apds o enraizamento, devem ser transplantadas para sacos de
plastico com dimensdes minimas de 18 cm de largura e 30 cm de comprimento.
As mudas recém-transplantadas para os sacos de plastico devem ser mantidas
por 7 a 10 dias, sob nebulizacdo intermitente, sendo, posteriormente, levadas
para viveiro coberto com telas de plastico que permitam a interceptacdo de
50% da radiacdo solar.

As mudas oriundas de estacas estdo aptas para serem plantadas no local
definitivo entre 3 e 4 meses ap6s o enraizamento (Figura 12).
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Figura 12. Muda de murucizeiro, propagada por
estaquia pronta para ser levada ao local definitivo.

0JUBWIDSEN 3DIU[RA 10304

Plantas propagadas por estacas apresentam bom crescimento tanto na fase

de viveiro como apds o plantio no local definitivo e sdo bastante precoces.
Algumas plantas, obtidas a partir de estacas, plantadas em fevereiro de 2006,

na sede da Embrapa Amazonia Oriental, em Belém, PA, iniciaram a floracdo 4
meses apods o plantio. Essa precocidade muitas vezes se manifesta quando as
plantas ainda estao no viveiro. Entretanto, por casua das baixas porcentagens
de enraizamento das estacas e apesar de alguns resultados promissores

para alguns clones com esse método de propagacao, ainda nao foi possivel
estabelecer metodologia para a produgao de mudas de murucizeiro em larga
escala por meio de estacas de ramos (NASCIMENTO; RODRIGUES-JUNIOR, 2014).

Propagacao por enxertia

O porta-enxerto recomendado é o proprio murucizeiro obtido a partir de
sementes. A enxertia pode ser efetuada tanto por garfagem no topo em fenda
cheia, como por borbulhia em placa. No primeiro caso, pode ser efetuada em
porta-enxertos oriundos de sementes, com idade entre 4 e 6 meses apds a
repicagem e, no segundo, em porta-enxertos com idade entre 8 e 10 meses,
haja vista que estes devem apresentar diametro em torno de 0,8 cm no local
em que sera inserido o escudo, enquanto, no primeiro caso, a enxertia pode
ser realizada quando o porta-enxerto apresenta diametro em torno de 0,5 cm
(Figura 13).
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Figura 13. A) Planta de murucizeiro enxertada por borbulhia, em inicio de brotacdo do enxerto.
B) Planta enxertada por garfagem no topo em fenda cheia

Em ambos os métodos, tem-se obtido porcentagens de enxertos pegos entre
40% e 80%. Essa ampla variacao é decorrente da fenofase em que se encontra
a planta-matriz fornecedora das ponteiras ou gemas. Para o caso da enxertia
por garfagem no topo em fenda cheia, melhores resultados tém sido obtidos
guando as ponteiras sdo retiradas imediatamente ap6s a frutificacao.

Mudas enxertadas devem ser produzidas em sacos de plastico com dimensdes
minimas de 18 cm de largura, 35 cm de altura e 200 micras de espessura e estao
aptas para o plantio entre 2 e 3 meses apds a brotacdo do enxerto.

03UBWIDSEN 3DIU[BA 150104
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Recursos genéticos e
pré-melhoramento do
murucizeiro

Fdbio de Lima Gurgel
José Edmar Urano de Carvalho

O murucizeiro [Byrsonima crassifolia (L.) HBK] (Figura 1) é considerado uma
espécie semidomesticada (CLEMENT, 1999), ou seja, que ainda nao passou
totalmente por um conjunto de atividades que visa incorporar uma planta
silvestre ao acervo de plantas disponiveis para uso e consumo pelo homem.
As atividades incluem uma série de técnicas cognitivas (por exemplo,
modo de reproducao da espécie, sistemas de cruzamentos, manejo, etc.)
que pode tornar a espécie inteiramente dependente do ser humano para
sua propagacao, perdendo a capacidade de viver na natureza. Atingindo
esse estagio, uma espécie domesticada tem sua evolucdo determinada
pela selecdo natural e pela selecéo artificial, tornando o homem um agente
seletivo de maior forca que os tradicionais agentes (por exemplo, mutagao,
recombinacao) da selecdo natural (BOREM; MIRANDA, 2013).

E uma espécie com potencial tanto para consumo in natura quanto para
processamento industrial para fabricacao de polpa, suco, licor, geleias e
sorvetes. As populacdes locais que vivem do extrativismo tém o muruci
como uma importante fonte de renda, sendo comum sua comercializacdo
em feiras livres (LOURENCO et al., 2013).

Em razdo do potencial do murucizeiro, torna-se necessario um estudo

mais amplo do seu Banco Ativo de Germoplasma (BAG), localizado na
Embrapa Amazoénia Oriental (Belém, PA) e onde estdo conservados
materiais representativos dos locais em que essa espécie é origindria. Esse
BAG esta devidamente legalizado junto ao MMA, com credenciamento
037/2010-SECEX-CGEN, e foi implantado no ano de 2010, com 17 acessos
(Figura 2). Os acessos do BAG foram provenientes de coletas de ponteiras
(ramos que serviram como enxertos) realizadas em éareas de populacdes
naturais localizadas em municipios do Estado do Para. As ponteiras foram
enxertadas em porta-enxertos de polinizacao aberta em plantas da mesma
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espécie. Posteriormente, as mudas enxertadas que apresentaram bom
desenvolvimento foram plantadas no BAG (Figura 3).

[

Figura 1. Murucizeiro [Byrsonima crassifolia (L.) H.B.K.]: A) planta, B) Inflorescéncia,
Q) inflorescéncia em senescéncia, D) frutos.
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Figura 2. Localizacdo do Banco Ativo de Germoplasma de murucizeiro [Byrsonima crassifolia (L.)
Rich.] da Embrapa Amazénia Oriental.

Fonte: Laboratério de Sensoriamento Remoto da Embrapa Amazonia Oriental
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Figura 3. Banco Ativo de Germoplasma de murucizeiro [Byrsonima crassifolia (L.) Rich.] da
Embrapa Amazonia Oriental.

ATabela 1 descreve as subamostras que compde o BAG de murucizeiro da
Embrapa Amazénia Oriental. Para fins da Resolucdo N° 18 do Conselho de
Gestao do Patrimonio Genético (Cgen), obteve-se uma Autorizacdo Especial
de Acesso ao Patrimdnio Genético para fins de Pesquisa Cientifica da
Embrapa (N° 002/2008 - Processo 02000.002408/2013-74).

Tabela 1. Subamostras depositadas no BAG de murucizeiro da Embrapa

Amazébnia Oriental.
Tipo de Quantidade
material de material
depositado | depositado

Cédigo da Local de Data da

RS subamostra coleta coleta

Muruci
. 1°26'8,32"S e .
(Byrsonima Acu 48°26'30,1"W Ago.1998 Planta viva 5

crassifolia)

Muruci
(Byrsonima  Guatagcara 1.1
crassifolia)

1°26'8,32"S e

48°26'30,1"W Jan.1999 Planta viva 5

Muruci
. - 1°26'8,32"S e .
(Byrsqmrpa Maracana 2 48°26'30,1"W Jan.1999 Planta viva 5
crassifolia)
continua...
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Tabela 1. Continuacao.

Tipo de Quantidade
material de material
depositado | depositado

Codigo da Local de Data da
subamostra coleta coleta

Espécies

Muruci
(Byrsonima Santarém 2
crassifolia)

1°26'8,32"S e

48°26'30,1"W Dez.1999 Planta viva 5

Muruci
N . 1°26'8,32"S e X
(Byrsqmrpa Tocantins 1 48°26'30,1"W Ago.1995 Planta viva 5
crassifolia)

A Figura 4 apresenta o mapa de localizacdo dos pontos de coleta das amostras
em funcdo das coordenadas geograficas registradas para cada acesso do BAG
de murucizeiro. Observa-se que foram coletadas amostras dos municipios de
Belém, Terra Alta, Maracang, lgarapé-acu, Ipixuna do Para e Santarém.

O mapeamento dos locais de coleta de acessos de murucizeiro possibilita o
estudo da diversidade genética desses materiais, garantindo seguranga na
manutenc¢ao dos acessos e rastreabilidade das matrizes em caso de reposicao.
Esse estudo permite também a expansao dos locais de coleta para obtencao
de novas amostras, que aumentardo a variabilidade genética do BAG.

Uma maneira de se avaliar a diversidade genética de um BAG é por meio
dos estudos de interacao gendtipos x ambiente, permitindo identificar
entre as subamostras estudadas quais genétipos sdo mais adaptados e com
estabilidade de producéo ao longo dos anos nos locais em que estao sendo
cultivados. Dessa forma, a Embrapa Amazénia Oriental vem realizando

nos ultimos anos ensaios de competicdo entre gendtipos do BAG de
murucizeiro em trés localidades no Estado do Pard (Figura 5). Para fins da
Resolucdo N° 18 do Conselho de Gestdo do Patriménio Genético (CGEN),
obteve-se uma Autorizacao Especial de Acesso ao Patriménio Genético
para fins de Bioprospeccao pela Embrapa (N° 001-B/2013 - Processo
02000.002408/2013-74).
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Figura 4. Mapa de localizagdo da coleta das amostras dos acessos que compéde o BAG de
murucizeiro.

Autoria: Rosana Sumiya Gurgel.
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Figura 5. Localidades com experimentos de competicdo de clones de murucizeiro no Estado
do Para.

Autoria: Rosana Sumiya Gurgel.
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Os experimentos com clones de murucizeiro propagados por enxertia foram
instalados em trés municipios do Estado do Para: Belém, em drea da Embrapa
Amazobnia Oriental; Tomé-acu, em campo experimental da Embrapa; Igarapé-
-acu, em area de produtor. Os seguintes clones estao sendo avaliados: Acu,
Cristo, Guatacara, Igarapé-acu, Santarém 1, Santarém 2, Tocantins 1, Tocantins 2,
Sao José, Maracana 1 (testemunha) e Maracana 2 (testemunha).

Cada experimento foi delineado em blocos casualizados com seis repeticoes,
sendo 11 tratamentos com uma planta por parcela, com total de 66 plantas/
experimento. O idedtipo do murucizeiro seria aquele clone que apresentasse
produtividades, no primeiro e segundo ano apds o plantio, superiores a 6 kg e
12 kg, respectivamente; peso médio do fruto igual ou superior a 3 g; nimero de
frutos por racemo superior a 10, teor de sélidos sollveis totais igual ou superior
a 12 °Brix.

Estdo sendo avaliados semestralmente os seguintes caracteres morfoldgicos:
altura de planta (H, m), medida da base do caule ao nivel do solo e a
extremidade do ramo mais alto; diametro do caule (DC, cm), medido da base do
caule ao nivel do solo; volume de copa (VC, m3), obtido segundo Mendel (1956)
por meio da formulaV = 2/3.nR?H, em que V é o volume (m3), R é o raio da copa
(m) e H é a altura da planta (m). No periodo de safra, os seguintes caracteres
produtivos sao avaliados: nimero de frutos por racemo (NFC, n), obtido pela
média da contagem em 10 cachos; peso médio de um fruto (PMF, g), obtido
pela média da pesagem de 10 frutos; peso total de frutos (PTF, kg), pesagem

de todos os frutos da planta; produtividade (PROD, kg/ha), obtida por meio de
pesagens de todos os frutos provenientes da drea util de cada clone, estimando-
-se em kg/ha; eficiéncia da producéo (EP), de acordo com Stenzel et al. (2005),
calculada dividindo-se o valor da producao (PROD) pelo volume de copa (VC).

Os caracteres morfoldgicos e produtivos sao registrados individualmente para
cada planta dentro das parcelas experimentais (dados brutos).

Ainda sera obtido o teor de sélidos soltveis totais (SST, °Brix), que sera
determinado por meio de refratometria digital (PROTRADE, 1995), com
compensacao de temperatura automatica (escala de 0% a 32%). Sera obtida a
polpa de frutos de cada clone, que serd processada, homogeneizada e coada
em papel de filtro em um erlenmeyer para a obtencédo do suco. Algumas gotas
serdo retiradas com uma pipeta, para a realizagao de trés leituras, por meio das
quais sera obtido o valor médio do teor de SST para cada clone.
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Posteriormente, todos os caracteres avaliados serao analisados estatisticamente
e geneticamente, seguindo as recomendac¢des de Gomes (1990) e utilizando-se
o aplicativo computacional Programa Genes (CRUZ, 2006).

Serao realizadas analises de variancia individuais por ambiente e, verificando-
-se a significancia das mesmas, os dados dos ambientes serdo agrupados e

serd realizada uma analise conjunta para se avaliar os efeitos da interacdo
genotipos x ambientes, em que sera possivel identificar preliminarmente os
genotipos mais produtivos em cada ambiente e o ambiente que possibilita a
maior producdo para o murucizeiro. Andlises de correlacao entre caracteres,
estimativas de parametros genéticos e importancia de caracteres para a selecao
também serdo obtidas (CRUZ, 2006).

Estudos preliminares baseados em avaliacdes que vem sendo realizadas
desde 2012 ja permitem observar a variabilidade genética existente entre os
gendtipos de murucizeiro estudados (COSTA et al., 2014).

No experimento localizado no Municipio de Igarapé-acu, pode-se avaliar o
desenvolvimento vegetativo dos clones de murucizeiro em seu primeiro ano
apos o plantio, por meio dos caracteres morfoldgicos, uma vez que as plantas
ainda nao iniciaram o periodo reprodutivo. Houve diferenca significativa ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey, para os caracteres altura de
planta (Figura 6) e volume de copa (Figura 7). Para AP, os tratamentos que se
destacaram foram Sao José (1,76 m), Cristo (1,61 m) e Maracana-2 (1,59 m). Este
ultimo também se destacou para VC (3,09 m3).

No experimento de Tomé-Acu, procurou-se identificar quais clones
aproximavam-se do idedtipo do murucizeiro, isto €, um clone que
apresentasse nimero de frutos por racemo (NFR) superior a 10 e peso médio
do fruto (PMF) igual ou superior a 3,0 g. Nesse experimento, os tratamentos
gue estiveram mais préximo da meta para NFR (Figura 8) foram Santarém-1
(8,3) e lgarapé-acu-1(9,7). Os que atingiram a meta para PMF (Figura 9)
foram Acu (3,7 g) e Sdo José (3,0 g).

No experimento de Belém, os tratamentos que estiveram mais préximo do
NFR ideal (Figura 10) no inicio do periodo chuvoso (novembro de 2013) foram
os clones Acu (7,3 frutos), Santarém-2 (6,7), lgarapé-Acu-1 (6,4) e Santarém-1
(6,0). Ao final do periodo chuvoso (maio de 2014), o NFR foi de no maximo 4,8
frutos para os clones Santarém-2 e Tocantins-1. Os que atingiramametade 3 g
para PMF (Figura 11) foram os clones Santarém-1, Tocantins-1 e Tocantins-2. Os
genadtipos que ultrapassaram a meta de 3 g por fruto foram os clones Agu
(4,4 g), sequido do Guatacara (3,2) e Sao José (3,1).
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Figura 6. Altura da planta (m) em clones de murucizeiro no experimento de lgarapé-Acu.

Figura 7. Volume de copa (m?®) em clones de murucizeiro no experimento de Igarapé-Acu.
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Figura 8. Numero de frutos por racemo em clones de murucizeiro avaliados no terceiro ano de
producao do experimento de Tomé-Agu.

Figura 9. Peso médio de um fruto (g) em clones de murucizeiro avaliados no terceiro ano de
producao do experimento de Tomé-Acu.
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Figura 10. Numero de frutos por racemo em clones de murucizeiro avaliados no inicio
(novembro de 2013) e final (maio de 2014) do periodo chuvoso no experimento de Belém.

Figura 11. Peso médio de um fruto (g) em clones de murucizeiro, no experimento de Belém.
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Por meio dos estudos da variabilidade genética entre os clones de murucizeiro
para caracteres morfoldgicos e de produtividade, bem como da variacdo no
desempenho dos clones em funcdo do ambiente de cultivo, espera-se que

em um prazo de 5 anos se possa identificar pelo menos um clone com ampla
adaptacdo para os ambientes em que estdo sendo cultivados.

Do ponto de vista econdmico, a selecdo de gendtipos mais produtivos de
murucizeiro proporcionara incremento na renda do produtor, o que beneficiara
nao somente a este, mas também toda a cadeia produtiva, bem como os
demais setores da economia que se beneficiam do cultivo dessa frutifera. O
cultivo desses clones recomendados contribuird também para a reducéo do
extrativismo praticado na regiao, além de tornar uma alternativa real de renda
para assentados e pequenos agricultores e consequente melhoria da qualidade
de vida.
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Aplicacoes de marcadores
moleculares em Byrsonima
crassifolia

Simone de Miranda Rodrigues
Elisa Ferreira Moura Cunha
Maria do Socorro Padilha de Oliveira

O uso de marcadores moleculares em espécies vegetais pode auxiliar no
estudo da diversidade genética ao verificar a forma de distribuicao da
variagdo genética entre e dentro de populagdes naturais e os locais de
maior ocorréncia de variacdo. Também pode contribuir para inferir acerca da
forma de reproducéo das espécies. Os marcadores podem indicar locais no
quais esta ocorrendo maior incidéncia de cruzamentos entre aparentados,
taxas de fluxo génico entre as populagdes e relacdes entre os componentes
da populagao. Além disso, auxiliam no melhoramento genético ao
determinar a variacdo existente nas cole¢ées/bancos de germoplasma, no
direcionamento de cruzamentos, em testes de paternidade, verificacao

de métodos que geram variabilidade, selecao assistida por marcadores e
obtencao de marcas que possam descrever clones/variedades/cultivares
recomendadas. Dessa forma, o uso de marcadores moleculares em
Byrsonima crassifolia pode contribuir em diversos aspectos.

Pesquisas em relacdo ao sistema reprodutivo indicam que espécies do
género Byrsonima apresentam autogamia, alogamia e sistema misto
(BENEZAR; PESSONI, 2006). No caso de B. crassifolia, o sistema misto
garante alto nivel de adaptabilidade as condi¢des ambientais e permite

a colonizacdo de novas areas, mantendo elevado potencial evolutivo
(SCARIQT et al., 1991). Para determinar a variabilidade genética de espécies,
descritores morfoldgicos tém sido usados com muito sucesso, porém
apresentam limitagdes quanto a quantidade e influéncia do ambiente. Por
apresentarem alto potencial para discriminacao de individuos, melhoristas
tém utilizado marcadores moleculares focados em sequéncias de DNA
para andlises de divergéncia genética dentro e entre populagbes, sendo
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estes universais e nao afetados pelo ambiente. Esses tipos de marcadores
permitem ampla amostragem do genoma de um individuo. Assim,
mutagoes que ocorrem em regides nao codificadoras de genes podem
ser identificadas por meio da analise de DNA com base em técnicas de
Polymerase Chain Reaction (PCR) (TOPPA; JADOSKI, 2013).

O termo fingerprinting ou impressao digital tem sido utilizado para
descrever o padrao molecular de um genétipo. O fato de os marcadores
moleculares disponibilizarem um numero quase ilimitado de descritores
de DNA disponiveis e possibilitarem o amplo acesso da variabilidade
genética em diversas espécies vegetais torna esses descritores de elevada
importancia para a caracterizagao de cultivares. Entre as vérias aplicacdes
dos marcadores de DNA, estdo os estudos de divergéncia genética em
populagdes, confeccao de mapas genéticos de ligacdo e o uso em QTLs
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1988; PEREIRA; LEE, 1995), além de ser uma
ferramenta importante em trabalhos de selecdo assistida por marcadores e
ser o primeiro passo para proteger legalmente uma nova cultivar (DAROS
etal., 2002). Também podem ser utilizados na identificacdo de hibridos,
determinacao da estrutura populacional e variabilidade genética entre
individuos de populacdes selvagens e cultivados.

Apesar da importancia econémica de Byrsonima, ainda sdo poucos os
estudos utilizando marcador molecular para a espécie. O primeiro artigo
publicado contendo avaliagées moleculares para murucizeiro foi com o
marcador molecular Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP), que
utiliza enzimas de restricao para fragmentar o DNA genémico e nao exige
conhecimento prévio do genoma a ser avaliado. No trabalho apresentado
por Raya-Pérez et al. (2010), ao avaliarem arvores silvestres e cultivadas de
B. crassifolia na regiao de Uruapan, no México, o marcador AFLP gerou 172
bandas, revelando elevado grau de similaridade entre 25 das 27 arvores
amostradas, com tendéncia de subagrupamento dos individuos de acordo
com o local de amostragem. O mais relevante a ser observado é que ndo
houve diferenca genética significativa entre os tipos de arvores silvestres

e cultivadas que se esperava estarem fortemente separados. Os autores
afirmam que apesar das diferencas morfoldgicas encontradas entre as
formas silvestres e cultivadas, o estudo indicou informacodes genéticas
semelhantes entre 0s grupos e que o processo de domesticacdo é recente,
nao havendo forte divergéncia genética entre os individuos avaliados com o
uso desse marcador.
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Benezar (2006) analisou a diversidade genética entre e dentro de trés
populagdes naturais de murucizeiros nas savanas de Roraima, utilizando
marcador Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD). Esses marcadores
amplificam aleatoriamente segmentos de DNA de uma grande variedade
de espécies e, apesar de suas limitacdes, tém se mostrado importantes na
avaliacdo da constituicao genética de diferentes espécies vegetais. Oito
primers foram testados em um total de 97 individuos (37 area |, 30 area

Il e 30 area Ill), mas apenas trés foram eficientes para discriminar as trés
populacées estudadas, com 29, 43 e 9 locos polimorficos, respectivamente.
Essa mesma populacao foi avaliada para caracteres morfoldgicos por
Benezar (2004) e, naquele momento, classificou diferentes gendtipos como
pertencentes a um mesmo grupo, sendo os dados de RAPD avaliado por
analise de Tocher, e o marcador sendo capaz de diferir, separar e reagrupar
genotipos.

Para a espécie Byrsonima cydoniifolia, pertencente ao mesmo género de
muruci, Bizdo et al. (2010) verificaram a diversidade genética utilizando
AFLP. Foi avaliada a diversidade genética de uma amostra de 120 plantas
provenientes de quatro populagdes nativas dessa espécie, provenientes

da regido do Médio Araguaia, Municipio de Barra do Garcas, MT. Foram
utilizadas 24 combinagdes de primers, os quais produziram 140 bandas.
Pela técnica de agrupamento do vizinho mais préximo, houve a formacao
de oito grupos distintos, em que no grupo | se enquadraram 113 individuos
provenientes de todas as quatro populacdes e os outros sete grupos foram
constituidos por um unico individuo cada. Esses resultados permitiram
gue os autores concluissem que as populacdes nativas de B. cydoniifolia
possuem grande variabilidade entre e dentro de popula¢des, de forma que
qualquer uma das populacdes pode ser utilizada visando fins de selecéo,
domesticacao e melhoramento genético.

A primeira publicacéo cientifica utilizando marcadores RAPD ocorreu em
2013 e enfocou a caracterizacdo molecular de arvores de B. crassifolia
encontradas em dois municipios no Estado de Tabasco, no México
(MARTINEZ et al., 2013). Foram avaliados seis primers, dos quais quatro
amplificaram e destes, trés apresentaram polimorfismo. A diversidade
genética foi maior dentro (85,20%) do que entre as populagoes (14,80%),
sendo a técnica considerada util para identificar a variacdo genética dessa
espécie. Os resultados apresentados apresentaram certa coincidéncia
com os relatados por Martinez-Moreno et al. (2006), que caracterizaram
morfometricamente frutos de muruci e descobriram que os materiais
avaliados formaram grupos bem definidos, com base na cor da fruta,
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enquanto a pesquisa usando RAPD mostrou que apenas um dos grupos
genéticos foi constituido de arvores que possuiam a mesma cor dos frutos.
Segundo Martinez et al. (2013), o baixo polimorfismo encontrado indicou
que a variabilidade genética foi pequena para o material avaliado e que

os primers RAPD usados no estudo apresentaram baixa eficiéncia para
reconhecer regides homodlogas no DNA das plantas avaliadas.

Considerando a importancia da espécie, Croft e Schaal (2012)
desenvolveram marcadores microssatélites (SSRs) para B. crassifolia. Simple
Sequence Repeats (SSRs) compreendem uma classe de DNA repetitivo
composto de pequenas sequéncias de 1 a 4 nucleotideos repetidos
adjacentes que se encontram dispersos no genoma (SCH LOTTERER;
PEMBERTON, 1998), e constitui um locus genético altamente variavel,
multialélico e de grande conteudo informativo (SUNNUCKS, 2000).

Neste estudo, foi relatado o desenvolvimento e a caracterizacao de

dez loci microssatélites, sendo dois monoférmicos para a populacéo
testada. Também foram avaliados para um individuo de quatro espécies
pertencentes ao género Byrsonima, B. basiloba A. Juss, B. bucidaefolia
Standl, B. variabilis A. Juss e B. verbascifolia (L.) DC. A amplificacdo foi bem
sucedida para todos loci em B. basiloba e B. variabilis, para quatro loci

em B. bucidaefolia, e por sete loci em B. verbascifolia. A observacao de
heterozigose em B. bucidaefolia, B. variabilis e B. verbascifolia pode indicar
substancial polimorfismo nesses loci nessas espécies, embora todos os loci
em B. basiloba tenham sido homozigotos. Esses loci irdo fornecer novas
ferramentas para comparacao de diversidade genética entre populagdes
cultivadas e nao cultivadas de B. crassifolia, além de revelar-se Gtil para
espécies relacionadas.

O desenvolvimento de marcadores SSRs requer infraestrutura moderna

e pessoal treinado, encarecendo o desenvolvimento dessas marcas
moleculares. Portanto, a transferibilidade de primers entre espécies
aparentadas (mesmo género ou mesma familia) pode ser uma alternativa
para reducdo dos custos dessa técnica. Avaliando esse aspecto, Bernardes
etal. (2013, 2014) desenvolveram e caracterizaram 17 marcadores SSRs para
B. cydoniifolia, permitindo investigagdes mais aprofundadas da variacao
genética em populacdes naturais para essa espécie. Entre as marcas
avaliadas, 14 foram polimérficas, sendo 11 consideradas adequadas e com
bom padrao de amplificacdo para sequenciamento e 3 monomorficas

para os individuos avaliados. Entre os polimdrficos, foram obtidos de 3

a 17 alelos por locus. Analisando a possibilidade de transferibilidade de
marcas moleculares entre espécies relacionadas, esses autores selecionaram
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nove SSRs com potencial para serem utilizados em estudo populacionais
de B. crassifolia. Todos os loci foram polimérficos, sem alelos nulos e sem
desvio de Equilibrio de Hardy-Weinberg, indicando a possibilidade de
transferibilidade de marcas moleculares SSRs entre espécies desse género
(BERNARDES et al., 2013).

Também, em razdo da importancia de B. crassifolia, a Embrapa Amazonia
Oriental iniciou pesquisas utilizando marcadores moleculares Inter Single
Sequence Repeats (ISSR) para caracterizar sua colecido de germoplasma. E um
método baseado em microssatélite, que utiliza primers complementares a
sequéncias de microssatélites. Os fragmentos amplificados correspondem

a sequéncia de DNA delimitada por dois microssatélites invertidos, sendo
empregados para a diferenciacdo rapida entre individuos proximos, por
causa do elevado grau de polimorfismo, reprodutibilidade e baixo custo
(GODWIN et al., 1997).

Na primeira etapa, objetivou-se selecionar primers que fornecam os melhores
fragmentos polimorficos para os clones de muruci da Embrapa, totalizando
pelo menos 100 bandas polimérficas. Nessa etapa, foram usados 5 clones
para serem testados com 100 primers ISSRs (801 a 900). Foram selecionados
24 primers de acordo com a presenca de polimorfismos (Tabela 1). Os demais
foram monoférficos ou ndo apresentaram produtos de boa qualidade,
sendo descartados dessa etapa de selecao (RAMOS et al., 2013a).

Tabela 1. Primers ISSR selecionados para cinco clones de murucizeiro.
. Ndmero de bandas . Numero de bandas
Primer . Primer .
polimérficas polimérficas
808 5 844 3

811 5 846 6

813 4 850 4

815 2 856 4

826 4 858 3

836 4 889 4

Média 4,5
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Na segunda etapa, objetivou-se otimizar as PCR-ISSR usando reacdes em
gradiente para identificar a melhor temperatura de anelamento para cada
primer pré-selecionado (RAMOS et al., 2013b). Aguns trabalhos verificaram
a necessidade de estudo para determinacao de temperatura para adequar
amplificacdo de DNA usando ISSR (MORAGA-SUAZO et al., 2012; SOUZA et
al., 2008). Foram utilizados dois clones de murucizeiro, Aqu e Maracana-2,
sendo testadas 18 temperaturas de anelamento nas PCR-ISSR (47 °C a

64 °C). As temperaturas de anelamento selecionadas para cada primer
resultaram em melhor nitidez, intensidade e capacidade de discriminacao
das bandas em gel (Figura 1). A maior temperatura de anelamento
selecionada foi 60 °C para os primers ISSR-888, ISSR-889 e ISSR-890; a
menor temperatura usada selecionada foi de 47 °C para os primers ISSR-
847 e ISSR-848; a temperatura de anelamento de 53 °C apresentou melhor
qualidade de amplificacao para o maior nimero de primers (Tabela 2).

Figura 1. Gradiente de temperatura apresentado para o ISSR 826 usando DNA de 2 clones de
muruci (1: Acu e 2: Maracana-2) (T1= 47 °C, T2=48 °C, T3=49 °C, T4=50 °C, T5=51 °C, T6=52 °C). M
é marcador de peso molecular.

Tabela 2. Temperatura ideal de anelamento para primers ISSRs selecionados
para murucizeiro.

i Temperqtura Brimer Tempera.tura
escolhida escolhida
808 50 °C 844 56 °C
811 53°C 846 52°C
continua...
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Tabela 2. Continuacao.

Primer Temperatura Primer Temperatura
escolhida escolhida
813 850

53°C 47 °C

815 49°C 856 52°C

826 52°C 858 53°C

836 56 °C 889 60 °C

Média 52,75 °C

Os primers 1ISSRs 808 (50 °C), 809 (57 °C), 811 (53 °C), 835 (52°C) e

836 (56 °C) apresentaram temperaturas semelhantes as encontradas em
estudos apresentados por Preczenhak (2013), cuja temperatura foi de 50 °C,
55°C, 53 °C, 54 °C, 53 °C, respectivamente. Gomes et al. (2012) encontrou a
mesma temperatura de anelamento para o ISSR 845 (48 °C). Entretanto,
para os ISSR 850 (47 °C), 888 (60 °C), 888 (60 °C), 889 (60 °C) e 890 (60 °C)
foram relatadas temperaturas diferentes na literatura consultada. Nesse
sentido, os primers selecionados possuem potencial para analise de
divergéncia genética entre os genétipos de murucizeiro pertencentes a
colegcdo da Embrapa Amazodnia Oriental e deverao ser utilizados para tal fim,
assim como também em estudos populacionais envolvendo populagdes
cultivadas e néo cultivadas dessa espécie.
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