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RESUMO

O pequi apresenta consideravel variabilidade em suas caracteristicas morfologicas,
fisicas e quimicas, contudo, sdo escassos 0s dados na literatura para pequis sem
espinhos no endocarpo. Objetivou-se avaliar a diversidade genética de uma
populacao de pequizeiros que produzem frutos com e sem espinhos no endocarpo
por meio de caracteres morfolégicos de frutos, quantificar a composi¢éo nutricional
de pequis e estudar os processos de regeneracdo in vitro da espécie. Foram
estudadas 17 matrizes, sendo 8 produtoras de frutos com espinhos e 9 produtoras
de frutos sem espinhos, cultivadas na Estacéo Experimental Fazenda Agua Limpa,
da Universidade Federal de Uberlandia. Inicialmente determinou-se a massa,
altura, comprimento e largura do fruto; massa, altura, comprimento, diametro e
rendimento dos pirénios; massa e espessura da casca, e rendimento de polpa. A
casca, polpa e améndoa tiveram sua composicdo centesimal, pigmentos e
propriedades fisico-quimicas avaliadas. Para os experimentos de regeneracgédo in
vitro foram realizados ensaios de desinfec¢cdo, controle de oxidacédo, e a
regeneracdo de explantes foliares por meio da utilizacdo de diferentes
concentracbes de reguladores de crescimento. Verificou-se que a partir de
caracteres de frutos foi possivel avaliar a diversidade genética entre as matrizes.
Os métodos de agrupamentos utilizados mostraram-se eficientes na caracterizacao
de grupos distintos, classificando em trés grupos pelo método de Tocher, cinco
grupos pelo método UPGMA e oito grupos pelo método de Componentes
Principais. Pela analise dos métodos de agrupamentos evidenciou-se que as
matrizes B29 e D8 constituiram grupos individuais, revelando a potencialidade
destas matrizes para trabalhos futuros de melhoramento genético. A polpa de pequi
€ rica em lipidios, carotenoides e carboidratos, possui valor energético de 19,05%
e 28,37% para frutos com e sem espinhos, respectivamente. Entre os pigmentos,
o B-caroteno foi determinado em maiores quantidades nos frutos com espinhos no
endocarpo. Verificou-se diferencas significativas (Teste t, p<0,05) entre os grupos
de pequis com base nos caracteres morfolégicos e na composi¢do nutricional.
Observou-se a viabilidade de regeneracdo in vitro dos explantes foliares de
pequizeiro para a formacao de calos e raizes quando submetidos a diferentes
concentracdes de auxinas e citocininas em meio de cultura WPM.

Palavras chave: Biometria, Caryocaraceae, Cerrado, Composi¢ao nutricional,
Diversidade genética.
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ABSTRACT

The pequi presents considerable variability in morphological, physical and chemical
characteristics, however, there is scarce data in the literature for species without
spines in the endocarp. The aim of this study was to evaluate the genetic diversity
of a population of pequi trees that produce fruits with and without spines in the
endocarp by analysis of morphological characters, to quantify the nutritional
composition of pequis and to study the processes of in vitro regeneration of the
species. 17 matrices were studied, 8 of which produce fruit with spines and 9 fruit
producers without thorns, cultivated at Fazenda Agua Limpa Experimental Station,
Federal University of Uberlandia. Initially the weight, height, length and width of the
fruit were determined; weight, height, length, diameter and yield of the pyrenes;
weight and peel thickness, and yield of pulp. The peel, pulp and almond had their
composition centesimal, pigments and physical-chemical properties evaluated. For
in vitro regeneration experiments, disinfection, oxidation control and regeneration of
leaf explants were carried out using different concentrations of growth regulators. It
was verified that from fruit characters it was possible to evaluate the genetic diversity
between the matrices. The grouping methods used were efficient in the
characterization of distinct groups, classifying in three groups by the Tocher method,
five groups by the UPGMA method and eight groups by the Principal Components
method. Analysis of the clustering methods showed that the matrices B29 and D8
constituted individual groups, revealing the potential of these matrices for future
genetic breeding program. The pequi pulp is high in lipids, carotenoids and
carbohydrates, with energy value of 19.05% and 28.37% for fruits with and without
spines, respectively. Among the pigments, B-carotene was determined high
guantities in fruits with spines in the endocarp. Significant differences (t-test, p<0.05)
among the groups of pequis based on morphological characters and nutritional
composition. Was observed the viability was observed in vitro regeneration of the
leaf explants for the formation of calluses and roots when submitted to different
concentrations of auxins and cytokinins in WPM culture medium.

key words: Biometric, Caryocaraceae, Cerrado, Genetic diversity, Nutritional
composition
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1 Introducéao geral

1.1 Cerrado, ocorréncia e importancia do pequi

O Cerrado é uma area biogeografica brasileira considerado um dos hotspots
mundiais para a conservacao e preservacdo da biodiversidade (BRASIL, 2018a).
Sendo o0 segundo maior bioma do Brasil, com extensédo territorial de
aproximadamente 21% do territério nacional. Possui clima estacional, com periodo
chuvoso (outubro a margo) seguido por periodo seco (abril a setembro) com fauna
e flora diversa (KLINK; MACHADO, 2005). O Cerrado € um complexo de formacfes
vegetais, que inclui campos naturais, savanas, veredas, florestas, rios, corregos e
cachoeiras. Devido a sua geografia de planaltos na porcédo central do Brasil, o
bioma € uma das mais importantes fontes de agua para o pais (WORLD WIDE
FUND, 2018). A complexa diversidade fitofisionémica torna o Cerrado um ambiente
propicio para estudos ambientais e de variacdes espaciais e temporais em
populacdes de plantas.

O processo de fragmentacdo em decorréncia das atividades ligadas ao
crescimento populacional e ao desenvolvimento do agronegdcio pde em risco a
manutencdo e o equilibrio ambiental do Cerrado (FERNANDES; PESSOA, 2011;
RIBEIRO; RODRIGUES, 2006; SANTOS, 2010). As implicacdes diretas da
fragmentacdo sobre a biodiversidade sdo a reducéo indiscriminada das areas,
extincdo e comprometimento evolutivo em funcdo da perda de variabilidade
genética podendo levar a reducdo da adaptacdo das espécies as mudancas
ambientais (JUNIOR et al., 2004; BRASIL, 2018a).

Além da importancia ambiental o Cerrado tem grande relevancia social.
Muitas populacdes sobrevivem de seus recursos naturais, como indigenas,
geraizeiros, ribeirinhos, babacueiras, vazanteiros e comunidades quilombolas que,
juntas, fazem parte do patrimonio histérico e cultural brasileiro, e possuem um
conhecimento tradicional de sua biodiversidade (BRASIL, 2018a). Mais de 10 tipos
de frutos sé@o regularmente consumidos pela populacéo local e comercializados,
como o pequi (Caryocar brasiliense), buriti (Mauritia flexuosa), mangaba (Hancornia
speciosa), cagaita (Eugenia dysenterica), bacupari (Salacia crassifolia), cajuzinho

do cerrado (Anacardium humile), araticum (Annona crassifolia) e as sementes do



barueiro (Dipteryx alata) (BRASIL, 2018b). IniUmeras espécies tém uso medicinal,
outras podem ser usadas na recuperacdo de solos degradados, como barreiras
contra o vento, protecdo contra a erosdo, ou para criar habitat de predadores
naturais de pragas, como por exemplo o pequizeiro.

Uma das espécies que tém se destacado € o pequizeiro, Caryocar
brasiliense Cambessedes (Malpighiales: Caryocaraceae). A espécie é uma frutifera
de grande importancia, principalmente para o extrativismo, posto que seus frutos
sdo destinados a alimentacao, além de contribuir como uma importante fonte de
renda para as populacdes carentes das regides de ocorréncia do pequizeiro
(ARAUJO, 1995, KERR; SILVA; TCHUCARRAMAE, 2007). O extenso periodo de
oferta dos frutos do pequizeiro, aliado a heterogeneidade das regides produtoras
levam a crer na existéncia de diferencas entre os seus atributos fisicos (VERA et
al., 2005).

Considerada como uma espécie de base econbmica extrativista que
alimenta diversas familias e serve como alternativa de renda, principalmente, para
o0 meio rural (SANTOS et al., 2013), o pequizeiro oferece diversas aplicabilidades
como fonte de alimentacdo, matriz energética, prospeccdo de moléculas com
efeitos farmacoldgicos, reflorestamento, madeireiro entre outros usos. Os frutos e
folhnas sdo muito utilizados tanto para fins de alimentacdo quanto terapéuticos
(VIEIRA; MARTINS, 2000). Na culinaria, a polpa do fruto € empregada em diversas
preparacdes, tais como arroz com pequi, frango com pequi, farofas, pacocas,
licores, entre outras (CARRAZA; AVILA, 2010).

A expanséo das fronteiras agricolas e a exploracao intensiva do cerrado para
producédo de carvao vegetal nativo, pastagens e urbanizagcao tém posto em risco a
preservacio e a variabilidade do pequizeiro (JUNIOR et al., 2004). O extrativismo
intensivo pode gerar perdas de material genético e de genes de interesse
agronémico e farmacolégico, em razdo da coleta, consumo e/ou comercializagdo
dos pequis de maior qualidade, oriundos de genaotipos superiores, 0 que impede a
reproducao natural a partir das sementes destes frutos (SANTOS et al., 2006).

Outro fator importante para a reproducdo natural do pequizeiro € a
dorméncia de suas sementes. A germinacdo das sementes do pequizeiro € lenta,
com indices de germinacdo em torno de 30% - 85% (ARAUJO, 1994; HERINGER,
1970; PEREIRA et al., 2000). Neste sentido, ha a necessidade de estabelecer



técnicas de cultivo e micropropagacéo in vitro de forma a garantir o fornecimento
de mudas.

Saber como os pequizeiros respondem a variacdo ambiental, por meio de
estudos da variabilidade fenotipica, é util na compreenséo destas populagdes e em
futuros programas de manejo, conservacao e melhoramento da espécie. Com a
existéncia de plantas de pequizeiros sem espinhos no endocarpo, sobre as quais
ainda ndo existem trabalhos sobre a caracterizacdo de seus frutos, este
conhecimento torna-se essencial na busca de caracteristicas individuais que
permitirdo a selecdo de gendtipos superiores. Assim, por meio de estudos sobre
caracteristicas basicas, como a biometria de frutos, € possivel caracterizar varias
expressdes do gendtipo da espécie, possibilitadas pelas adaptacfes dos individuos
as condicbes ambientais. Neste contexto, além da andlise de diversidade genética
a partir de caracteres de frutos de pequizeiros com e sem espinhos no endocarpo,
a avaliacdo da qualidade nutricional e metodologias de cultura de tecidos sao temas

desta pesquisa.

1.2 Classificacdo botanica do pequizeiro

As espécies popularmente conhecidas como pequizeiro pertencem a familia
Caryocaraceae, da ordem Theales (CRONQUIST, 1989), apresenta 26 espécies
distribuidas em dois géneros: Anthodiscus G. F. W. Meyer (10 espécies) e
Caryocar L. (16 espécies) (PRANCE, 1990). No Brasil ocorrem 10 espécies do
género Caryocar e trés do género Anthodiscus (SOUZA, 2005). A de maior
prevaléncia no territorio brasileiro é a C. brasiliense, porém C. villosum, C.
coriaceum, C. barbinerve, C. crenatum e C. edulis sdo encontradas no pais
(BORGES, 2011). Ocorre em todo o Cerrado, com ampla distribuicdo na Babhia,
Ceara, Para, Maranhao, Piaui, Tocantins, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas
Gerais, e Sdo Paulo (SILVA JUNIOR et al., 2005, LORENZI et al., 2006).

As plantas que caracterizam a familia Caryocaraceae sao dicotileddnias
(Magnoliopsidas) e em sua maioria de porte médio a grande, com folhas
estipuladas, trifolioladas (opostas ou alternadas) e flores com simetria radial

(actinomorfas) apresentando calice com cinco sépalas e corola com cinco pétalas.



O androceu apresenta muitos estames longos e unidos na base e gineceu com 3 a
20 loculos (DICKISON, 1990).

O pequizeiro € uma planta perene, que pode ser classificada como frutifera
ou oleaginosa (OLIVEIRA et al., 2008). Sua florescéncia ocorre durante os meses
de agosto a novembro, com a maturacao dos frutos no inicio de novembro, sendo
encontrados até fevereiro (ALMEIDA et al., 1998).

Estudos realizados com C. brasiliense e C. villosum, indicam que as
espécies desse género sdo alégamas (GRIBEL; HAY, 1993; MARTINS; GRIBEL,
2007) e pequenos morcegos nectarivoros (Glossophaga socicina e Anoura
geoffroyi) sdo os principais polinizadores. A protandria (6rgdos sexuais masculinos
amadurecem antes dos femininos) e a hercogamia (separacao espacial de anteras
e estigmas) funcionam como principais mecanismos contra a autogamia (GRIBEL,;
HAY, 1993), porém, a autopolinizacdo pode ocorrer em pequena proporcao
(GRIBEL; HAY, 1993; MARTINS; GRIBEL, 2007).

A espécie C. brasiliense se divide em duas subespécies: C. brasiliense subsp.
Brasiliense de porte arboreo, com ampla distribuicdo e C. brasiliense subsp.
Intermedium (pequi-ando), de porte arbustivo, com ocorréncia restrita a algumas
partes do Cerrado (BARBOSA et al., 2001). Na Tabela 1 encontra-se o

enguadramento taxondmico da espécie C. brasiliense:

Tabela 1 — Taxonomia da espécie Caryocar brasiliense

Taxonomia Segundo ENGLER (1964) Segundo CRONQUIST
(1988)

Divisdo Angiospermae (ou Anthophyta) Magnoliophyta

Classe Dycotyledonae Magnoliopsidae

Subclasse Archichlamydeae Dilleniidae

Ordem Guttiferales Theales

Familia Caryocaraceae Caryocaraceae

Género Caryocar Caryocar

Espécie Caryocar brasiliense Camb. Caryocar brasiliense Camb.




1.3 Caracterizacdo morfolégica de plantas e frutos de pequizeiro

Os pequizeiros da espécie C. brasiliense caracterizam-se por serem arvores
de grande porte podendo alcancar mais de 10 metros de altura, possui tronco
resistente com diametro de até 2 metros, revestido por uma casca escura e gretada
(LOPES et al., 2006). A copa € larga e os galhos estendem-se pela lateral inseridos
de forma oposta, sao longos, grossos e pouco inclinados com ramificacdo basal
(BORGES, 2011).

As folhas do pequizeiro sdo opostas, longas, pecioladas, trifolioladas e
apresentam margens serradas, crenadas, dentadas ou raramente inteiras
(PRANCE, 1990). Em relacao a inflorescéncia, elas séo caracterizadas por serem
paniculadas e inseridas nos racemos terminais (JOLY, 1985). Os pedicelos sdo
articulados proximo a flor que sdo hermafroditas, ciclicas, grandes e actinomorfas
(PRANCE, 1990, JOLY, 1985). O calice é caracterizado por ser penta-lobado,
imbricado e a flor apresenta cinco pétalas, sendo soldadas na base, que caem apés
a antese juntamente com o0s estames. As anteras sao biloculares, oblongas,
longitudinalmente deiscentes (JOLY, 1985).

As flores do pequizeiro tém coloracdo amarela ou branca, grandes e
vistosas, com inflorescéncia terminais paniculadas, hermafroditas, ciclicas e
actinomorfas, com 5 a 6 sépalas e varias pétalas, soldadas na base ou livres, e
nectario extrafloral no calice (OLIVEIRA; PIE, 1998). O androceu é formado por
iniumeros estames vermelhos soldados na base ou formando grupos com filetes
glandulares e ovario contendo entre 4 a 20 carpelos, e diversos loculos cada qual
com apenas um 6vulo (DICKISON, 1990).

O fruto, conhecido como pequi, apresenta tamanho heterogéneo. E
constituido pelo exocarpo ou pericarpo (casca externa, verde-acinzentada ou
marrom-esverdeada); pelo mesocarpo externo (polpa branca) e pelo mesocarpo
interno, oleoso e de coloracéo variando do amarelo claro ao alaranjado, devido a
presenca de carotenoides. Sob 0 mesocarpo interno localiza-se o endocarpo, duro
e lenhoso, dentro do qual se aloja uma améndoa branca, oleaginosa e comestivel.
O fruto apresenta de um a quatro putamens (pirénios). O putamen é a unidade de

dispersdo que constitui-se pela semente envolta pelo endocarpo (SILVA et al.,



2009) e pelo mesocarpo interno que recobre o endocarpo, constituindo a parte
comestivel (ALMEIDA et al., 1998; JUNIOR et al., 2004).

Os espinhos podem estar presentes no endocarpo ou ausentes (KERR;
SILVA; TCHUCARRAMAE, 2007). Quando presentes sao finos, pretos ou
avermelhados, estdo dispostos em grupo no endocarpo, apontados em direcao a
polpa (JUNIOR et al., 2004, VILAS BOAS, 2004, VALENTE, 2012). S&o delgados,
rigidos com 2 a 5 mm de comprimento e servem como uma protecdo para a
semente (améndoa) (JUNIOR et al., 2004).

As sementes sdo reniformes ou sub-reniformes, oleaginosas de cor branca
(ALMEIDA; SILVA, 1994; ALMEIDA et al., 1998). O embrido expde uma radicula
reta a arqueada. A germinacao da semente ocorre de forma criptocotilar, com os
primordios foliares opostos (VALENTE, 2012). A espécie tem um numero
cromossémico de 2n = 46 (EHRENDORFER; MORAWETZ;, DAWE, 1984,
PRANCE, 1990).

Uma Unica matriz de pequizeiro que ndo produz espinhos no endocarpo foi
relada por KERR et al. (2007) em S&o José do Xingu — MT, seus frutos foram
levados para Uberlandia — MG para producao de mudas e, atualmente, as matrizes
sdo cultivadas na Estacdo Experimental Fazenda Agua Limpa da Universidade

Federal de Uberlandia, localizada no municipio de Uberlandia — MG (Figura 1).



Figura 1 — Morfologia da arvore, inflorescéncia, flor e fruto do pequizeiro cultivados
na Estacdo Experimental Fazenda Agua Limpa - UFU, Uberlandia — MG, 2018. A)
pequizeiro B) vista lateral dos botdes florais C) vista superior dos botées florais D)
flor do pequizeiro E) pequis F) disposicdo dos pirénios no fruto, a esquerda fruto
sem espinhos e a direita fruto com endocarpo espinhoso G) detalhes dos pirénios,
a esquerda fruto sem espinhos (cor amarelado) e a direita fruto com endocarpo
espinhoso (coloracdo alaranjada) H) detalhes do endocarpo com (direita) e sem

espinhos (esquerda). Fonte: Elaborado pelo autor.

1.4 Constituintes quimicos, importancia nutricional e farmacolégica

Os pequizeiros sdo fontes importantes de nitrogénio, fésforo, potassio, céalcio
e magnésio, principalmente, em suas folhas (MEDEIROS; HARIDASAN, 1985).
Nas améndoas ha grandes quantidades de manganés, zinco, cobre, magnésio,
fésforo, sodio, ferro e célcio, estando estes trés Ultimos também em grandes
guantidades na polpa (SILVA et al., 2009, ALMEIDA et al., 1998).

Substéncias como a friedelina, friedelanol, acido oleanoico, B-sitosterol,
estigmasterol, acido elagico, f-amirina e acido oleandlico estdo presentes nas
folhas (OLIVEIRA; GILBERT; MORS, 1968). Heterosideos antocianicos,



saponinas, taninos, flavonoides, esteroides, triterpenos e glicosideos redutores
identificados nas folhas (MAGALHAES et al., 1988) e botdes florais (MARQUES,
2001). O pequi apresenta valores considerados intermediarios de carboidratos
(19,60%) e acidez titulavel de 0,9 a 2,0 (VILAS BOAS, 2004).

O teor proteico e lipidico do pequi se destaca em relacdo a outras espécies
nativas do Cerrado como araticum, baru, buriti, cagaita, jatoba e mangaba
(ALMEIDA, 1998) apresentando 2,64% de proteina, valor inferior apenas ao jatoba
(6%) e baru (3,87%). O contetdo de lipidios do pequi é maior (20%) do que das
demais espécies, que variam de 5% a menos de 1% (ALMEIDA, 1998). A
guantidade de lipidios presente na polpa e na semente de seus frutos (ARAUJO,
1995) fornece elevados valores energéticos. As calorias obtidas pela polpa e 6leo
de pequi correspondem a 18% das necessidades caldricas de um adulto com uma
dieta de 2.000 Kcal (LIMA, 2008).

A polpa e a améndoa apresentam, predominantemente, acidos graxos
insaturados. O 6leo do fruto contém &cido miristico, acido palmitico, esteérico,
oleico e linoleico (FERREIRA; MOTIDOME, 1962), vitamina A (CAMPOQOS, 1944), e
carotenoides (PECHNIK; GUIMARAES, 1957, GUEDES et al., 2017). A polpa
possui de 36% a 66% de 6leo (FARIA-MACHADO et al., 2015) com alto teor de
carotenoides (AQUINO et al., 2009) e minerais (SILVA et al., 2009).

O Oleo da polpa do pequi contém cerca de 54% a 60% de &cido oleico
(MIRANDA-VILELA et al.,, 2009) que tem importantes finalidades como uso
alimentar, cosmético e oleoquimico devido a sua alta estabilidade oxidativa
(GUEDES et al., 2017; LIMA et al., 2007; SILVA; FONSECA, 2016). No 6leo ha
cerca de 35% a 42% de acido palmitico (MIRANDA-VILELA et al., 2009), que o
torna adequado para aplicacbes de margarina e gordura (GUEDES et al., 2017).
Em menores quantidades acido palmitoleico (0,67%), linoleico (1,36%), linolénico
(0,51%), estearico (1,28%) e araquidonico (0,12%) (MIRANDA-VILELA et al.,
2009). O 6leo da polpa tem um alto teor de carotenoides com concentracdes de até
246 mg g e triacilgliceréis (AQUINO et al., 2009).

Os principais triacilglicerois presentes no 6leo de polpa sao o 3-dipalmitoil-
2-oleil-glicerol, 1,2-dioleil-3-palmitoilglicerol e palmitoil-oleil-estearoilglicerol
(FACIOLI; GONCALVES, 1998; GUEDES et al., 2017). Entre as principais funcbes

dos acidos graxos estdo a conformacao das membranas celulares, sendo também
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precursores de substancias como as prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos.
No entanto, o consumo de pequi tanto na forma de polpa quanto na forma de 0leo,
em altas doses nao € indicado, pois estudos demonstraram capacidade de elevar
o colesterol sanguineo e desenvolvimento de doencas (RIGUEIRA, 2003).

Os compostos fendlicos compdem a grande classe dos fitoquimicos
alimentares, que possuem diversas funcdes, podendo atuar como antioxidantes,
blogueadores da a¢éo de enzimas especificas que causam inflamacéo, inibirem a
aglomeracao plaquetéria e a ativacéo de carcindbgenos (MANACH et al., 2004; LIU,
2006). Estudos mostraram que C. brasiliense possui alta concentracédo de fendis,
como flavonoide, quercetina e quercetina 3-O-arabinose, além de componentes
acidos, como 4cido gélico e acido quinico no fruto e na casca, principalmente
(KHOURI et al., 2007; ROESLER et al., 2007; MIRANDA-VILELA et al., 2009).

LIMA et al. (2007) relataram que a polpa do pequi possui valores de fendlicos
totais superiores aos encontrados na maioria das polpas de frutos consumidos pela
populacao brasileira. No entanto, foi verificado por estes autores que a améndoa
apresenta teor reduzido de compostos fenélicos, demonstrando que a polpa do
pequi € um alimento com elevado potencial antioxidante.

O &cido ascorbico (vitamina C) participa dos processos celulares de
oxirreducao e na biossintese das catecolaminas. Uma enorme variacdo nos teores
de vitamina C é observada entre os frutos do Cerrado e o pequi se destaca entre
as espécies nativas por apresentar 78,72 mg 100g* de vitamina C, valor superior
ao de frutos tradicionalmente cultivados e consumidos pela populacédo brasileira,
como a laranja (40,9 mg 100g?) e o liméo (26,4 mg 100g?1) (MANELAAZULAY,
2003; RIGUEIRA, 2003).

Com relacdo a composicado carotenoidica do fruto, foram identificados e
guantificados os principais carotenoides presentes no mesocarpo interno, antes e
depois do cozimento convencional. Os frutos apresentaram, antes do cozimento,
B-caroteno (9,35 mg g1), z-caroteno (17,79 mg g?), criptoflavina (12,14 mg g?), B-
criptoxantina (93,67 mg g'), anteraxantina (79,14 mg g!), zeaxantina (4,32 mg g%)
e mutatoxantina (14,68 mg g'). Apds o cozimento, a presenca dos carotenoides -
caroteno (12,17 mg g), z-caroteno (8,17 mg g), criptoflavina (12,65 mg g), B-
criptoxantina (7,99 mg g!), anteraxantina (31,28 mg g1), zeaxantina (79,73 mg g1)
e mutatoxantina (2,07 mg g?) (RAMOS et al., 2001). Os a e B carotenos juntos



representam 10% dos pigmentos carotendides totais na polpa do pequi
(DELGADO-VARGAS et al., 2000; GOMES et al., 2005; LIMA et al., 2007).

Nos aromas volateis do pequi h4 elevados terrores de hexanoato de etila
(52,9%) seguido de pequenas quantidades de octanoato de etila (4,6%), &lcool
tetrahidrofurfurilico (4,3%), butanoato de etila (4,1%), palmitato de butila (3,7%),
estearato de isobutila (2,6%) e acido 3-metilvalérico ( 2,6%) (MAIA; ANDRADE; DA
SILVA, 2008). Mais de 95% dos constituintes dos 6leos essenciais nas polpas
foram identificados nos estudos de Geb6cze et al. (2013). Entre esses componentes
quimicos, os hidrocarbonetos, acidos graxos e terpenoides foram identificados e,
majoritariamente, hexanoato de etila, octanoato de etila, B-ocimeno de
monoterpeno aciclico e &cido hexanoico, além de varios outros componentes em
menor quantidade (GEOCZE et al., 2013).

A polpa do pequi apresenta grande quantidade de fibra (LIMA et al., 2007).
As fibras alimentares sdo um conjunto de substancias derivadas de vegetais que
sdo resistentes a digestao e absor¢do no intestino delgado humano. O teor de fibra
bruta contida na polpa € considerado alto, aproximadamente 13%. O consumo
regular de fibras na dieta esta relacionado com a reducéo do risco de diversos
quadros patolégicos, inclusive na reducdo dos niveis de glicemia pés-prandial
(LIMA et al., 2007). Além das fibras, a presenca consideravel de teores de pectina
na polpa (BORGES, 2011) torna o fruto vidvel para o processamento.

A pectina tem como funcgéo conferir firmeza, retencdo de sabor e aroma
(GANCZ; ALEXANDER; CORREDIG, 2006), garantindo a estabilidade da polpa do
pequi. Apresenta valor nutritivo, estimula a saliva e tem capacidade de aumentar o
tempo necessario para 0 esvaziamento gastrico devido a seu carater hidrofilico,
levando um aumento da saciedade e, consequentemente, a menor ingestao
alimentar (GANCZ, 2000; COPPINI et al, 2002).

O pequi é um alimento altamente nutritivo e de baixo custo (LIMA et al.,
2007), apresenta acgdo tonificante, estimulador de apetite, fonte de vitaminas e
varios outros nutrientes (RIGUEIRA, 2003). E muito utilizado em pratos tipicos,
principalmente cozidos com arroz ou em outros preparos como no feijao, ao leite,
licores e extracdo da manteiga (ALMEIDA et al., 1998; ROESLER, 2007).

Nos ultimos anos, pesquisas tém sido realizadas no campo de

medicamentos e géneros alimenticios para o estudo de antioxidantes,
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principalmente aqueles de origem natural. InUmeros fatores afetam a qualidade de
vida da sociedade moderna, e 0 consumo diario de antioxidantes naturais podem
proteger contra danos oxidativos causados por espécies reativas de oxigénio,
incluindo danos ao DNA, reduzindo o risco de céancer, aterosclerose e outras
doencas degenerativas (MIRANDA-VILELA et al., 2008; ROESLER et al., 2008).

As caracteristicas peculiares do pequizeiro permitem que a espécie
apresente ndo sO importancia nutricional, mas também acdo farmacoldgica.
Metabdlitos secundarios sdo encontrados em diversas partes da planta como nas
folhas, flores, cascas, frutos, entre outras. Esses constituintes quimicos produzidos
pelo metabolismo secundario vegetal, como, por exemplo, 0S compostos terpenos,
alcaloides, glicosideos, apresentam atividades biol6gicas cujo mecanismo de acéo
deve ser objeto investigacao (Tabela 2).
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Tabela 2 - Principais efeitos farmacologicos de extratos brutos, fracbes e

metabalitos isolados a partir de diferentes 6rgaos de C. brasiliense que produz

frutos com endocarpo espinhoso

Metabdlito / Extrato

Efeito farmacolégico

Referéncia

Extrato etanoico da casca

Quercetina (Flavonoide)
Extrato aquoso da polpa
Taninos

Cumarinas

Extratos
Extratos metanoicos e
etanoicos de folhas, botdes
florais, frutos

Extrato etanoico de folhas e
das cascas

Extrato bruto etanoico da
casca (400 ppm)

Taninos condensados
presentes na casca do fruto

Extrato das folhas

Extrato hidroetandlico das
folhas, nas concentracdes de
2,5e 5,0 mg/ml

Extrato etanoico da casca
Casca do fruto

Casca do fruto

Oleo

Oleo da semente

Extrato  hidroalcdolico do
farelo da casca de pequi

Extrato etanélico da casca

Diminuigdo da  cardiotoxicidade
cronica induzida pela doxorrubicina
Antioxidante

Antimutagénico e antioxidante
Cicatrizante, antifingico

anti-

Antimicrobiano, antiviral,

inflamatério, antiespasmadico,
antitumoral e antioxidante
Antifangica sobre Cryptococus
neoformans var. neoformans
Antifingico sobre Botrytis cinerea,
Colletotrichum truncatum e Fusarium
oxysporum
Moluscicida contra Biomphalaria
glabrata

Anti-tripanossomal em camundongos

Nematicida

de

Escherichia

Antimicrobiano contra cepas
Enterococcus faecalis,
coli, Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus

Inibicdo da proliferacdo de formas
de

amazonensis in vitro

promastigotas Leishmania
Acdo neuroprotetora

Atividade citotoxica

Atividade alelopatica

Antioxidante

Antifangico

Toxicidade aguda

Citotoxicidade e fototoxicidade

Moura et al., 2013

Roesler et al., 2007
Khouri et al., 2007
Batista, 2010

Dias; Moraes, 2011,
Magid et al., 2006

Passos et al., 2001

Marques et al., 2002

Bezerra et al., 2002

Herzog-Soares et al.,
2002
Icbal et al., 2007

Paula-janior, 2004

Paula-junior, 2006

Miguel, 2011
Braga, 2016

Oliva, 2006
Aguilar et al., 2012
Passos, 2001
Almeida, 2009

Roesler, et al.,2008

Fonte: Elaborado pelo autor
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1.5 Propagacéo e cultivo in vitro de pequizeiro

A producdo de mudas do pequizeiro ocorre através do uso de sementes,
visto que a propagacédo de forma assexuada ainda n&o foi aderida (OLIVEIRA et
al., 2008). Foram desenvolvidas pesquisas de cultivo in vitro desta espécie
(SANTOS et al., 2006; SANTOS et al., 2011; DAMASCENA et al., 2014; BRANDAO
et al., 2014) para otimizar e estabelecer técnicas de cultivo de baixo custo e grande
taxa de sucesso.

A germinacdo das sementes do pequizeiro € lenta, com indices de
germinacao em torno de 30% - 85% (HERINGER, 1970; MIRANDA, 1986; MELO,
1987; MIRANDA et al., 1988; ARAUJO, 1994; SA et al., 1994) em até um ano da
semeadura (HERINGER, 1970; SA et al., 1994), sendo que esta variacio se deve
ao método de quebra de dorméncia empregado (PEREIRA et al.,, 2000). A
dorméncia pode ser ocasionada pelo endocarpo rigido, servindo como
impedimento mecanico para o desenvolvimento do embrido (DOMBROSKI, 1998;
OLIVEIRA, 2002) e pela dorméncia do préprio embrido (DOMBROSKI, 1998).

Uma alternativa as técnicas convencionais de propagacdo vegetativa do
pequizeiro € o cultivo in vitro. Os primeiros trabalhos relacionados com o cultivo in
vitro do pequizeiro foram realizados por Cardoso (1991) na germinacdo de
sementes in vitro. Mais tarde, Dombroski (1997) realizou estudos sobre a oxidac&o
de segmentos nodais e a indugcdo de calogénese a partir de explantes juvenis
obtidos de mudas produzidas ex vitro.

Em estudos de regeneracao in vitro de explantes caulinares de pequizeiro,
Damascena et al. (2014) avaliaram a influéncia do Acido Naftalenoacético (ANA) e
do 6-Benzilaminopurina (BAP) na inducdo de brotacbes em pequizeiro. Estes
autores obtiveram resultados promissores na obtenc¢ao de brotos utilizando 0,5 mg
L' de BAP e 3,0 mg L de BAP (média de 7,15 brotacGes por explante). Pesquisa
desenvolvida por Brandéao et al. (2014) visando o alongamento de explantes de
pequizeiro in vitro, mostrou que o desenvolvimento foi possivel devido utilizacdo de

carvao ativado no meio de cultura.
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1.6 Diversidade genética

A andlise biométrica de frutos permite que 0 pesquisador obtenha
informacdes Uteis para a conservacao e exploracdo de recursos naturais de forma
racional (GUSMAO; JUNIOR; VIEIRA, 2006). A biometria contribui com
informacdes importantes para deteccédo da variabilidade genética dentro e entre
populac6es de uma mesma espécie e permite relacionar a variabilidade genética
com os fatores ambientais (CARVALHO; NAZARE; NASCIMENTO, 2003).

As diferencas encontradas entre e dentro de populacfes de uma mesma
espécie sao influenciadas por fatores ambientais e, quando uma espécie tem
grande distribuicdo geogréfica, essas diferencas ocorrem devido a adaptacdo ao
clima destas regibes (RODRIGUES et al., 2006). Com o avanco de acgles
antropicas ha a necessidade de preservacdo e uso sustentavel de diversas
frutiferas, sendo que a utilizacdo de dados biométricos possibilitam estimar a
produtividade e rendimento de frutos (RIVAS; BARILANI, 2004), permitindo a
selecdo das matrizes mais produtivas e adaptadas a determinados ambientes.

As frutiferas do Cerrado apresentam consideravel variacdo morfolégica e
genética. A ocorréncia da variabilidade pode ser observada dentro de uma
determinada populacdo ou entre as populacdes de uma mesma espécie. Esta
diversidade explica a relevancia em estudar métodos de conservacdo e manejo
sustentavel de espécies nativas, em cada regido de ocorréncia (RIBEIRO;
RODRIGUES, 2006). Quando se observa as frequéncias alélicas em C. brasiliense,
ela comporta-se de forma variada entre e dentro de populacdes. No entanto, grande
parte da variabilidade observada em pequizeiros encontra-se dentro das
populacbes e ndo ocorre a fixacdo de alelos (JUNIOR et al., 2004). Como
consequéncia, a variabilidade elevada favorece a existéncia da selecdo em favor
dos heterozigotos levando a uma baixa endogamia nas popula¢ées (JUNIOR et al.,
2004).

As caracteristicas morfoldgicas distintas sdo comuns em plantas nativas do
cerrado mesmo entre frutos de uma mesma area, indicando que a regido de
ocorréncia dos frutos é um fator importante na variabilidade dos caracteres
avaliados (CORREA et al., 2000; SILVA; CHAVES; NAVES, 2001). A

caracterizacao dos frutos em relacéo aos seus aspectos fisicos permite a obtencao
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de informacBes que possam ser utilizadas na determinacdo da variabilidade
genética, parametros de qualidade, rendimento e, principalmente, em programas
de melhoramento genético (OLIVEIRA et al., 2009).

InformagBes como massa, tamanho de frutos e sementes e, numero de
sementes por fruto, por exemplo, sdo caracteristicas proprias de cada espécie, com
alta influéncia do ambiente (ALVES et al., 2005). Devido a variabilidade de
caracteres morfolégicos nas espécies arboreas, a analise de frutos por meio de
caracteres fisicos e quimicos permitem diferenciar os individuos de uma populacdo
(MELO et al., 2001; CRUZ; CARVALHO, 2003) e espécies de um mesmo género
(CRUZ; MARTINS; CARVALHO, 2001), além da classificacao de grupos ecoldgicos
(CASTELLANI, 2003), caracterizagao de germoplasma (ALVES et al.,, 2003) e
diversas outras aplicagoes.

Gracas a esta variacao individual ha a possibilidade de selecao de progénies
visando a melhoria de alguma caracteristica de interesse comercial (PAULA, 2007).
As sementes, por serem 6rgaos reprodutivos, apresentam grande estabilidade em
relagdo aos caracteres vegetativos, devido ao maior controle genético e pela
pressdo de selecdo exercidos durante o processo evolutivo (ALVES et al., 2010).
Os padrdoes de variacdo genética que ocorrem entre e dentro de populacao
permitem a selecdo, conservacdo e técnicas de manejo apropriadas,
principalmente, em relacdo as populacfes de ocorréncia natural (KAGEYAMA,;
GANDARA 1993).

Estudos da diversidade genética em populagcbes naturais tém sido
continuamente desenvolvidos na tentativa de mensurar o nivel de informacgdes
herdaveis em individuos, espécies e populacdes. Além disso, o conhecimento da
diversidade permite o estudo da extenséo e distribuicdo da variacdo genética entre
espécies e de investigacOes taxondmicas e evolutivas (MARTINS, 2008).

Diante do exposto, justifica-se que o estudo da diversidade e da estrutura
genética em populagbes de pequizeiros € importante para entender como esta
diversidade é distribuida e quais as caracteristicas do ambiente ou da espécie

influenciam na diversidade genética.
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1.7 Objetivo geral

Avaliar a diversidade genética por meio de andlises morfologicas e a
composi¢cdo nutricional de frutos de Caryocar brasiliense oriundos de uma
populacao que apresenta frutos com e sem espinhos no endocarpo, e estudar como
a espécie se comporta em processos de regeneracao in vitro, para subsidiar
estratégias de prospecc¢do, preservacao e utilizacdo da variabilidade genética da
espécie.

1.8 Objetivos especificos

e Avaliar a diversidade genética do pequizeiro, produtores de frutos
com e sem espinhos no endocarpo, por meio de caracteres
morfologicos de frutos

e Avaliar os parametros fisico-quimicos dos frutos do pequizeiro com e
sem espinhos no endocarpo

e Analisar a composicao nutricional dos frutos com e sem espinhos no
endocarpo

e Quantificar a concentracdo de pigmentos presentes nos frutos com e
sem espinhos no endocarpo

e Realizar estudos de regeneracéo in vitro a partir de explantes foliares

juvenis de pequizeiro

2 Material e métodos

2.1 Populagédo, amostragem, armazenamento e local de experimentos

As analises foram realizadas em frutos de Caryocar brasiliense (pequizeiro),
com e sem espinhos no endocarpo, cultivados na Estacdo Experimental Fazenda
Agua Limpa, pertencente a Universidade Federal de Uberlandia (UFU) no Municipio
de Uberlandia-MG, na regido do Triangulo Mineiro, com coordenadas geograficas
de latitude 19 05’°09” S, longitude de 48 21°04” W e altitude de aproximadamente
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802m, em area de Cerrado sentido amplo. Os dados de precipitacao e temperatura
da estacdo experimental estdo na Figura 2, os quais correspondem ao periodo de
abril de 2017 a margo de 2018.
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Figura 2 - Temperatura maxima, minima e precipitacdo média na Estacéo
Experimental Fazenda Agua Limpa — UFU, Uberlandia-MG, abril de 2017 a margo
de 2018. Dados cedidos pelo Laboratério de Climatologia Ambiental da
Universidade Federal de Uberlandia (CLIMA - UFU). Fonte: Elaborado pelo autor.

Na Figura 3 estdo representados os periodos de emergéncia dos botbes
florais e florescimento das matrizes por més, apos a identificacdo de pelo menos
um conjunto de botdes e/ou uma flor completamente aberta nos periodos avaliados.
A populacao iniciou o processo de florescimento em meados de agosto, com picos
em setembro, terminando a fase de florescimento em outubro, em ambos os

grupos.
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Figura 3 — Periodo reprodutivo inicial de pequizeiros (Caryocar brasiliense)
produtores de frutos com e sem espinhos no endocarpo. Estacdo Experimental
Fazenda Agua Limpa - UFU, Uberlandia — MG, Safra 2017-2018.

Fonte: Elaborado pelo autor

Os frutos foram coletados em janeiro 2018, em estadio de maturacao
completa, apds se desprenderem do pedunculo. Apds a coleta, foram armazenados
em sacos plasticos devidamente identificados e transportados em caixas de
madeira até o Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais do Instituto Biotecnologia
(IBTEC - UFU), onde foram lavados, secos e armazenados em condi¢cdes de
qualidade, no mesmo laboratério até o momento das analises.

As analises fisico-quimicas e biométricas foram realizadas no Laboratorio de
Cultura de Tecidos Vegetais, Laboratorio de Genética e Melhoramento de Plantas,
e Laboratorio de Genética, do Instituto de Biotecnologia da Universidade Federal
de Uberlandia campus Umuarama, Uberlandia — MG. As andlises de composicéo
nutricional foram realizadas no Laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular, do
Instituto de Biotecnologia da Universidade Federal de Uberlandia campus Patos de
Minas - MG.
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2.2 Biometria de pequi com e sem espinhos no endocarpo

Foram colhidos aleatoriamente 20 frutos completamente maduros de cada
matriz, previamente identificada. As matrizes para coleta compreenderam 10
arvores produtoras de frutos com espinhos (Grupo 1) e 10 arvores produtoras de
frutos sem espinhos (Grupo 2). Devido a grande variagdo do numero de pirénios
por fruto, para as analises multivariadas, foram tomados aleatoriamente conjuntos
de frutos com 1, 2 e 3 pirénios de forma a representar, igualmente, os nimeros de
pirénios encontrados por fruto e por matriz. Desta forma a analise multivariada foi
constituida por um subconjunto de 8 matrizes produtoras de frutos com espinhos (4
frutos com 1 pirénio, 4 frutos com 2 pirénios e 2 frutos com 3 pirénios). A mesma
quantidade de frutos para o grupo sem espinhos, porém, constituida por 9 matrizes.
Esta abordagem foi necessaria para aferir de forma mais acurada os valores reais
das medidas para os dois grupos em analise.

As medidas aferidas foram Massa de Fruto (g), Altura de Fruto (mm),
Comprimento de Fruto (mm), Largura de Fruto (mm), Altura de Pirénio (mm),
Comprimento de Pirénio (mm), Diametro de Pirénio (mm), Massa de Pirénio (g),
Massa da Casca (g) e Espessura da Casca (mm) (Figura 4). As medidas foram
realizadas utilizando paquimetro manual e balanca digital. Os valores de altura,
comprimento, largura e diametro foram aferidos nas posicbes medianas. A
espessura da casca (EC) foi a média de 4 medidas, por apresentar diferenca na

espessura em diferentes por¢cdes da casca.
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Figura 4 — Medidas realizadas em frutos de C. brasiliense (pequizeiro) com e sem
espinhos no endocarpo. Estacdo Experimental Fazenda Agua Limpa - UFU,
Uberlandia — MG, Safra 2017-2018. AF: altura do fruto, D1F: comprimento do fruto,
D2F: largura do fruto; el, e2, e3, e4: espessura da casca, D1P: comprimento do
pirénio, D2P: diametro do pirénio, AP: altura do pirénio, MC: massa da casca, MP:

massa do pirénio, MF: massa do fruto. Fonte: Elaborado pelo autor.

Os dados foram submetidos a estatistica descritiva e, posteriormente, a

analise de variancia com base em modelo hierarquico:

yij=p+Gi+mj/Gi+ €jj
Em que:
y: média geral,
Gi: efeito da i-ésima matriz;
mj/Gi: efeito da i-ésima matriz dentro do grupo;

eij: erro experimental.

Foram estimados os componentes de variancia associados aos efeitos do
modelo e as estimativas das proporc¢des da variacdo fenotipica total que se deve a
diferenca entre grupos (com e sem espinhos), diferenga entre matrizes dentro de
cada grupo, diferenca entre frutos dentro de matrizes e dentro de grupos.

20



Também foram estimados os coeficientes de correlacdo fenotipica e

genotipica entre os caracteres avaliados, pelas seguintes expressoes:

Em que:
COV(Yi,Yi): covariancia fenotipica do carater X avaliado nos gruposje j’;
V(Y,): variancia fenotipica do carater X no grupo i;

\7(Y]-f): variancia fenotipica do carater X no grupo j.

O coeficiente de correlacdo genotipico foi estimado utilizando a seguinte
expressao:
ST
Dgx) + Pg(v)
Em que:

—~

D4x) - variabilidade genética do carater X estimada nos pares dos grupos j e j’

—~

D4(vy: variabilidade da interagéo de matrizes e grupos

A significancia estatistica do coeficiente de correlacdo fenotipica foi testada
pelo Teste t, ao nivel de 1% e 5% de probabilidade. Posteriormente foram
estimadas as correlacbes em todos o0s pares de caracteres para cada grupo,

conforme os seguintes estimadores:
a) Fenotipica:

PMGxy
1, =
™~ JQMGx QMGy

Em que:
1¢. estimador da correlacao fenotipica;

PMGxy: produto médio entre as matrizes para os caracteres X e Y;

QMGx: quadrado médio entre as matrizes para o carater X;
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QMGy: quadrado médio entre as matrizes para o carater Y.
b) Genotipica

_ (PMGxy-PMRxy)Ir _ Bgxy)

,
g
1/ Dgx)Dg(v) Dgx)Dg(v)

_ QMGx — QMRx
®g(X) =

r

~_QMGy-QMRy
Q)g(Y)‘ r

Em que:

@g(xy): estimador da covariancia genotipica;

Byx) € Bgevy: estimadores dos componentes quadraticos associados a variabilidade
genotipica para os caracteres X e Y, respectivamente.

A significancia da correlacao fenotipica foi estimada pelo Teste t com (n-2)
graus de liberdade, em que n corresponde ao numero de matrizes de pequizeiro
avaliadas. A significancia das correlacbes genotipicas foi avaliada pelo bootsptap
com 5.000 simulagoes.

Foram utilizadas técnicas multivariadas (componentes principais, analise de
agrupamento e medida de dissimilaridade) para os dados morfolégicos de frutos de
pequizeiro com e sem espinhos no endocarpo, a fim de realizar o agrupamento de
matrizes.

O componente principal Yijj foi uma funcéo linear da combinac¢éo do conjunto
de variaveis analisadas para cada grupo de pequizeiros. Considerando os dois

primeiros componentes principais, tem-se:

Yig=a X tazXigt...+ anXin
Yi2=b1Xj1tboXa+...+ bpXin
Em que:
Yi1 € Y;»: componente principal 1 e 2;
a, e by: coeficiente de ponderacédo no 1° e 2° componente principal,
Xin. Variaveis originais padronizadas.
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Admitindo que:

a) Yja?=Y;bl =1
c) V(Y)=A em que V(Y,) > V(Y,)> V(Y,)

D e0=) A= U

COV(Yi1,Y2)=0 desde que Y1, ajb;=0

A importancia de cada componente principal foi calculada em termos de
variancia:
vlvp) _ A A
SV(Y)) XA traco(R)

Importancia Yj =

Sendo R a matriz de correlagcdo entres as caracteristicas analisadas.

A medida de dissimilaridade entre as matrizes foi obtida pela distancia

euclidiana:

Em que:

Y- é o valor da variavel de ordem j na unidade alternativa i;
Yiy: € o valor da variavel de ordem j na unidade alternativa i’;

n: € o numero de variaveis.

A partir da matriz de dissimilaridade foi gerado o dendrograma pelo método
UPGMA com bases na distancia euclidiana, em que a distancia entre a matriz k e

o grupo formado pelas matrizes i e j foi dada por:

dig + dix
dupe = ———
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Utilizando a matriz de dissimilaridade, procedeu-se o método de
agrupamento de otimizagdo de Tocher. O primeiro grupo foi contituido por matrizes
cuja medida de dissimilaridade foi menor; posteriormente, outras matrizes foram
incluidas neste grupo, por meio da comparacéo entre o acréscimo no valor médio
da distancia dentro do grupo em um nivel maximo permitido pré-estabelecido (8)
da medida de dissimilaridade, encontrado no conjunto de menores distancias que
envolviam cada matriz. A inclusdo ou nao de cada matriz foi dada por:

d (grupo)k d (grupo)k

< 0, inclui-se a matriz k no grupo; > 0, a matriz k ndo é incluida

Em que, n=namero de matrizes de pequizeiro do grupo original.
A distancia entre a matriz k e o grupo formado pelas matrizes i e j foi dada por:
dgpk=dikt+ di

As andlises foram realizadas com base em procedimento genético estatistico
do software Genes (CRUZ, 2016).

2.3 Caracterizagdes fisico-quimicas e nutricionais de pequis com e sem espinhos

no endocarpo

Para o preparo das amostras, os frutos foram higienizados, descascados e
despolpados manualmente com auxilio de faca de aco inoxdavel. Foram
preparadas aliquotas de casca (mesocarpo externo), polpa (mesocarpo interno) e
améndoas de pequis com e sem espinhos no endocarpo, que foram mantidas
congeladas até o momento das analises. Para o rendimento de polpa fresca as
amostras foram constituidas de 10 frutos com espinhos e 10 frutos sem espinhos

de matrizes previamente identificadas e tomadas aleatoriamente para esta medida.
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2.3.1 Potencial hidrogeniénico

As medidas do potencial hidrogenionico (pH) foram realizadas na casca e
polpa de frutos com e sem espinhos por meio de PHmetro de bancada digital
(Tecnopon - MPA-210), calibrado com solucdes tampéo de pH 7,0 e pH 4,0. O pH
foi eferido por imerséao direta dos eletrodos na amostra (INSTITUTO ADOLFO LUTZ
- método 017/1V, 2008).

Para o preparo das amostras, foram macerados 50 g de casca ou da polpa
em tubos plasticos de 50 mL (tubos Falcon) com o auxilio de um bastao de vidro
até a completa homogeneizacéo. De cada amostra de polpa (cinco matrizes com
espinhos e cinco sem espinhos) e casca (cinco matrizes com espinhos e cinco sem

espinhos) foram retiradas trés aliquotas para a leitura do pH.

2.3.2 Determinacéao do teor de umidade

Foi feita a desumidificacdo das amostras de casca, polpa e améndoa de
pequis com e sem espinhos no endocarpo através do método de aquecimento
direto a 105 °C, em estufa de secagem com circulacdo de ar forcada, até a obtencéo
de massa constante (INSTITUTO ADOLFO LUTZ - método 012/1V, 2008). A massa
constante foi determinada por pesagem da amostra em balanca semianalitica (BK-
4000) em intervalos de 1 hora, totalizando 6 pesagens. Foram utilizados 10
repeticbes para cada amostra de casca e polpa e os resultados analisados pelo
teste de comparacao de médias (Teste t). As analises foram realizadas com base

em procedimento genético estatistico do software Genes (CRUZ, 2016).

2.3.3 Rendimento de polpa fresca

Para a analise do rendimento de polpa fresca, 0s pirénios com e sem

espinhos foram pesados em balanca semianalitica (BK-4000) para a obtencéo da

massa bruta total (MBT). Apds a pesagem foi retirado 0 mesocarpo interno, com o

auxilio de uma faca de aco inoxidavel, e pesado. O rendimento de polpa fresca foi
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obtido pela relacéo entre massa da polpa fresca (MPF) e a massa bruta total, com

conversao posterior para percentagem, conforme expressao:

RPF= MPF *100
_(MBT>

2.3.4 Acidez total titulavel

A acidez total titulavel das amostras de casca, polpa e améndoas dos pequis
com e sem espinhos foi determinada por meio da titulagdo em solugéo de hidréxido
de sodio 0,1N padronizada, até obtencdo de coloracdo rosea (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ - método 016/1V, 2008). Para a determinacado de acidez titulavel foi
adicionada 1,0 g de cada amostra diluida em 100 mL de &gua destilada. Depois de
homogeneizada a solucédo foi filtrada em papel filtro qualitativo e adicionadas 2
gotas de indicador fenolftaleina 1%. Em seguida, foi realizada a titulagdo com
solucéo de hidroxido de sédio (NaOH 0,1 N) até a mudanca de cor para rosa claro.
A acidez titulavel foi expressa em gramas de acido por 100 g de amostra, pela

seguinte expressao:

Em que

n: volume da solucao de hidréxido de sédio gastos na titulacdo em mL;
N: normalidade da solucdo de hidréxido de soédio;

EqQ: equivalente-grama do acido;

P: massa da amostra em grama,

As analises foram realizadas em triplicata com base em procedimento
genético estatistico do software Genes (CRUZ, 2016).
2.3.5 Matéria mineral

Os teores de matéria mineral (cinzas) foram determinados por incineracao
em mufla a 550 °C por seis horas (INSTITUTO ADOLFO LUTZ - método 018/1V,
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2008). Inicialmente os cadinhos de porcelana foram secos em estufa de secagem
a 105 °C durante 2 horas e, na sequéncia, resfriados em dessecador, ao longo de
1 hora. Os cadinhos foram pesados em balanga analitica e sua massa anotada.
Trés gramas de cada amostra (casca, polpa e améndoas de pequi com e sem
espinhos) foram colocadas em cadinhos de porcelana, previamente secos.

As amostras foram submetidas a queima em mufla até a obtenc&o de cinza
clara, por 6 horas apés a temperatura da mufla ter atingido 550 °C. Ao final do
processo, os cadinhos com as amostras foram resfriados a temperatura ambiente
em dessecador e a massa (cadinho + cinzas) foi registrada. O teor de cinzas foi
determinado pela diferenca entre a massa da amostra fresca e a massa da amostra
carbonizada, descontando-se a massa do cadinho vazio. As analises foram
realizadas em triplicata com base em procedimento genético estatistico do software
Genes (CRUZ, 2016).

2.3.6 Determinacgédo do teor de compostos fendlicos totais

2.3.6.1 Contrucéo da curva padréo de acido galico

Para a curva padréo de acido géalico (C7HeOs), foi preparada uma solucéo
estoque de acido galico na concentracéo de 200 mg L. A partir da solucédo estoque
foram preparados os pontos da curva (0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55,
60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, e 100 mg L1). Para cada concentracdo da curva
padréo, foram retiradas aliquotas de 0,5 mL da solucéo estoque de acido galico e
inseridas em tubos de ensaio. Em cada aliquota, foram adicionados 2,5 mL da
solucéo Folin-Ciocalteau a 10% (v/v) e 2 mL de carbonato de calcio (Na2COs3) a
7,5% (m/v). Os tubos de ensaio, contendo as trés solu¢des foram mantidos em
banho maria, pré-aquecido a uma temperatura de 50 °C, onde permaneceram por
5 minutos. Posteriormente, as amostras foram resfriadas naturalmente até
atingirem a temperatura ambiente (25 °C). ApoOs o resfriamento, foi realizada a
medida de absorbancia a 760 nm em espectrofotdmetro (UV 340G - Gehaka). Os
valores de absorbéancia foram anotados e plotados em planilha do Microsoft Office

Excel 2016, para a elaboracéo da curva analitica (Figura 5).
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Figura 5 - Curva de calibracdo do acido gélico utilizada na determinacdo dos

compostos fenolicos pelo método de Folin-Ciocalteu. Fonte: Elaborado pelo autor

2.3.6.2 Obtencédo do extrato fendlico

A fim de extrair a fracdo fendlica das amostras de casca, polpa e améndoa de
pequis com e sem espinhos no endocarpo, foi pesado 1,0 g de cada amostra
completamente triturada, e dispostas em béquer de vidro com capacidade para 100
mL. Foram adicionados 40,0 mL de etanol 95% e o0 conjunto permaneceu sob
agitacdo magnética por 2 horas, em auséncia de luminosidade. Em seguida, as
amostras permaneceram em repouso por 48 horas, de acordo com a metodologia
descrita por Bertoldi (2006). As analises foram realizadas em triplicata com base

em procedimento genético estatistico do software Genes (CRUZ, 2016).

2.3.6.3 Quantificacao

A partir do extrato fendlico obtido de casca, polpa e améndoa dos frutos de
pequis com e sem espinhos no endocarpo, previamente preparados conforme
descrito acima, foi retirada uma aliquota de 0,5 mL e inserida em tubos de ensaio.
Sobre cada aliquota foi acrescido 2,5 mL da solucdo de Folin-Ciocalteau a 10%
(v/v) e 2 mL de Na2COs a 4% (m/v). A mistura foi mantida em banho-maria a

temperatura de 50 °C por 5 minutos. As amostras foram retiradas do banho-maria
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e resfriadas até atingirem a temperatura ambiente (25 °C). Apo6s o resfriamento
cada mostra teve sua medida de absorbancia determinada a 760 nm em
espectrofotometro (UV 340G - Gehaka). A quantificacdo dos compostos fendélicos
foi realizada em triplicata e os resultados foram expressos em equivalentes de acido
galico por 100 g de amostra (EAG.100g1), em peso Umido.

2.3.7 Determinacéo do teor de proteina bruta

Foi utilizado o método Kjeldahl (ASSOCIATION OF OFFICIAL
AGRICULTURAL CHEMISTS - AOAC, 2016) modificado (AMERICAN
ASSOCIATION OF CEREAL CHEMISTS — AACC, Método 46-11, 1995) no qual o
sulfato de cobre (CuSOa4) é usado como catalisador. O método tem como principio
a transformacéo do nitrogénio da amostra em sulfato de amonio ((NH4)2SO4) por
meio da digestdo com acido sulfurico (H2SO4) até que o carbono e hidrogénio sejam
oxidados e posterior destilacdo com liberacdo da amoénia (NHs). O nitrogénio da
proteina é reduzido e transformado em sulfato de amoénio ((NH4)2SQ0.). E
adicionado NaOH concentrado e a solucdo aquecida para a liberacdo de NHs
dentro de um volume conhecido de uma solucao de acido boérico (HsBO3), formando
borato de amdnia (NH4H2BO3). O NH4H2BO3 formado € dosado com uma solucéo
de &cido cloridrico (HCI) padronizada.

Para a quantificacdo de proteina bruta em pequi com e sem espinhos foi
pesado 1,0 g de amostra fresca de casca, polpa e améndoas em balanca analitica.
Cada amostra foi acondicionada em tudos de digestdo, sobre as quais foram
adicionados 2,0 g da mistura digestora composta por Na2SO4 e CuSO4 (1:10) e 5
mL de H2S0Oa.

Os tubos de digestao contendo as amostras e a mistura digestora foram
inseridos no bloco digestor (Solab SL — 25/40) em capela de exautdo. A digestao
foi iniciada a 50 °C, com aumento gradativo da temperatura em intervalos de 50 °C
até atingir 350 °C para evitar a formagcao de espuma. Atingida a temperatura, a
digestao continuou até que as paredes internas dos tubos ficassem completamente
limpas (aproximadamente 6 horas), a fumaca branca de didxido de enxofre (SO2)

praticamente cessar e o liquido apresentar coloracéo verde-esmeralda limpida.
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Apos ser resfriado, o tubo digestor contendo a amostra foi transferido para o
conjunto de destilacdo de notrogénio (Marconi®), ao qual foram adicionados 5 mL
de NaOH ou até o aparecimento de 6xido cuprico (CuO), um precipitado preto. Em
erlenmeyer, foram adicionados 50 mL de 4gua destilada e 50 mL de H3BOs3 a 4%
acrescidos de 3 gotas do indicador misto de Tashiro (TASHIRO, 1922) [0,1% de
vermelho de metila (CisH1sN3O2) e 0,1% de azul de metileno (CisH1sN3SCl), 2:1
p/p]. A destilagdo foi feita por arraste, mantendo o terminal do condensador
mergulhado na solugéo receptora até que toda a aménia fosse liberada, com um
volume de aproximadamente 100 mL. A solucéo receptora foi titulada com HCI 0,1
N até o ponto de viragem do indicador misto. Um teste em branco foi feito com o
objetivo de eliminar a interferéncia e contaminagéo dos reagentes.

Para a determinacdo da proteina bruta presente na casca, polpa e améndoa
dos pequis com e sem espinhos no endocarpo, foi levado em consideracéo o fator
de 5,75 de conversao de nitrogénio em proteina (BRASIL, 2003.) o que possibilitou
a sua determinacédo pelo método Kjeldahl. Considerando o fator de conversédo do
HCI de 1,013 e a normalidade de 0,1, transformou-se o resultado em proteina bruta

utilizando a equacao:

V-V)* Fc* N* 5,75* 0,014
[( ) C ’ I ]*100

%PB = 5

Em que:

V’: volume de HCI 0,1 N gasto na titulacéo;

V: volume de HCI 0,1 N gasto no teste em branco;

Fc: Fator de correcdo do HCI 0,1N;

N: normalidade;

P: peso da amostra em gramas;

5,75: fator de conversdo do nitrogénio em proteina (para proteinas vegetais);

0,014: miliequivalente-grama do nitrogénio.
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2.3.8 Determinacéao dos carboidratos totais

A quantificacdo de carboidratos totais foi feita pelo método fenol-sulfarico
(DUBOIS et al., 1951). Este método € ndo estequiométrico e, portanto, é necessario
preparar uma curva de calibracdo. Para a curva padréao de glicose, foi preparada
uma solucéo estoque de D-glicose a 200 mg L. A partir desta solugéo estoque,
foram construidos os pontos da curva (0O, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55,
60, 65, 70, 75 e 80 mg L%). Para cada concentracdo da curva padrdo, foram
retiradas aliquotas de 1,0 mL da solucdo de glicose e acrescentados 1,0 mL de
fenol (CeHsOH) 5% e 5,0 mL de acido sulfurico (H2SOa4) concentrado.
Posteriormente, as amostras foram resfriadas naturalmente até atingirem a
temperatura ambiente (25 °C) antes da medida de sua absorbancia a 490 nm em
espectrofotometro (UV 340G — Gehaka). Os valores de absorbancia foram
anotados e plotados em planilha do Microsoft Office Excel 2016, para a elaboracao

da curva analitica (Figura 6).
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Figura 6 - Curva de calibracdo de glicose utilizada na determinacdo dos

carboidratos totais pelo método de Fenol-sulfirico. Fonte: Elaborado pelo autor

Para a quantificacdo de carboidrato total presente na casca, polpa e améndoa
do pequi com e sem espinhos no endocarpo foi pesado 1,0 g de cada amostra em

balanca analitica, diretamente em béquer de 250 mL. As amostras foram diluidas
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em 100 mL de agua destilada e filtradas em papel filtro quantitativo de 125 mm.
Foram retirados 250 yL da amostra filtrada, transferida para um tubo de ensaio
contendo 750 pL de &gua destilada e 1 mL de CsHsOH 5% (m/v). A solucéo foi
homogeneizada e em capela de exaustdo foram adicionados 5 mL de H2SOa4
concentrado. Uma vez que a reacdo é exotérmica, as amostras foram resfriadas
naturalmente em temperatura ambiente (25°C) antes da leitura da absorbancia a
490 nm em espectrofotdmetro (UV 340G - Gehaka). As analises foram realizadas
em triplicata com base em procedimento genético estatistico do software Genes
(CRUZ, 2016).

2.3.9 Determinacgéo dos teores de lipidios totais

Para a quantificacdo do teor de lipidios em pequis com e sem espinhos no
endocarpo, foi utilizado a metodologia descrita por Bligh e Dyer (1959) com
algumas modificagdes. Inicialmente foi pesado 1,0 g de cada amostra (casca, polpa
e améndoas) em balanca analitica. Em cada amostra foram adicionados 100 mL
de metanol e 50 mL de cloroférmio, formando uma fase, que foi agitada em agitador
magnético por 10 minutos. Apds o periodo de agitacdo, foram adicionados 50 mL
de cloroférmio e 50 mL de agua em cada amostra de maneira a formar duas fases,
uma de cloroférmio contendo os lipidios e outra hidrometandlica contendo as
substancias nao lipidicas. A fase de cloroférmio com a gordura foi isolada e, ap6s
a evaporacao do cloroférmio, foi obtido a quantidade de gordura por gravimetria.
As analises foram realizadas em triplicata com base em procedimento genético
estatistico do software Genes (CRUZ, 2016).

2.3.10 Determinagéao dos teores de vitamina C

Os teores de vitamina C foram quantificados pela metodologia baseada na
oxidacao do acido ascérbico (CsHsOs) com iodato de potassio (KIO3) (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ - método 364/1V, 2008). Para a determinacdo dos teores de
vitamina C em frutos de pequizeiro com e sem espinhos no endocarpo, foram
pesados em balanca analitica, 2,0 g de amostras da casca externa (exocarpo),

casca interna (mesocarpo externo), polpa (mesocarpo interno) e améndoas,
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diretamente em béquer de 100 mL. As amostras foram homogeneizadas,
adicionados 50 mL de agua destilada, as quais foram mantidas em agitacdo
magnética por 5 minutos. Transcorrido o periodo de agitacdo, foi retirada uma
aliqguota de 10 mL, colocada em Erlenmeyer de 250 mL. Adiocionados 10 mL de
solucdo de H2S0420% e 1 mL da solugéo de iodeto de potassio (KI) a 10 % (m/v)
e 1 mL da solugdo de amido a 1 % (m/v) e titulado com solucdo de iodato de
potassio (KIO3) 0,002 mol L até coloracédo azul. As analises foram realizadas em
triplicata com base em procedimento genético estatistico do software Genes
(CRUZ, 2016).

2.3.11 Valor energético total

O valor energético total (VET) foi calculado pela soma das calorias
fornecidas por carboidratos, lipidios e proteinas multiplicando-se seus valores em
gramas pelos fatores de Atwater (1910) 4 Kcal g?, 9 Kcal g' e 4 Kcal g*
respectivamente, conforme a Resolucdo N° 360, de 23 de Dezembro de 2003, do
Ministério da Saude (BRASIL, 2003). A energia em quilojoules (kJ) foi determinada

pela multiplicacdo da energia em kcal pelo fator 4,2.

2.4 Pigmentos

Os pigmentos analisados foram B-caroteno, licopeno, clorofila-a e clorofila-
b, apds extracdo com acetona e hexano, utilizando o método espectrofotométrico
descrito por Nagata e Yamashita (1992).

Inicialmente, foi pesado 1,0 g de casca, polpa e améndoas de pequis com e
sem espinhos no endocarpo. Cada amostra foi inserida em tubos de ensaio
protegidos da luz com folhas de papel aluminio. Sobre cada amostra foi adicionada
uma solucéo de extracdo contendo acetona:hexano (4:6). Os tubos com a amostra
e a solucao extratora foram agitados vigorosamente e posteriormente mantidos em
repouso por 1 hora, ao abrigo da luz. Transcorrido o periodo de repouso, as
amostras foram homogeneizadas e a densidade Otica do sobrenadante foi

mensurada em espectrofotbmetro (UV 340G — Gehaka) nos comprimentos de
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ondas 663 nm, 645 nm, 505 nm e 453 nm. Os teores de clorofila-a, clorofila-b,

licopeno e B-caroteno foram estimados em mg 100 mL* pelas equacdes abaixo:

Crolofila a= 0,999Agg3- 0,0989A¢,5

Crolofila b= 0,328Agg3+ 1,77Agas

Licopeno= -0,0458Agg3+ 0,204Ag45+0,372As05-0,0806A 53
b-caroteno= 0,216Agg3- 1,22Ag45-0,304A505+0,452A 5

2.5 Regeneracéo in vitro de explantes foliares de pequizeiro

Foram utilizados como material vegetal folhas jovens de pequizeiro sem
espinhos no endocarpo cultivados em casa de vegetacdo na propria Universidade.
Os experimentos foram realizados no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais

do Instituto de Biotecnologia - UFU.

2.5.1 Controle da contaminacao dos explantes

As folhas de pequizeiro, com 6 meses de idade e cultivadas em casa de
vegetacdo, foram desinfestadas superficialmente em agua corrente e
posteriormente imersas em agua destilada contendo duas gotas de detergente
neutro para cada 100,0 mL de &gua, onde permaneceram sob agitacdo mecanica
em agitador magnético por 10 minutos. Apds o tempo de agitacao, as folhas foram
enxaguadas em agua corrente e levadas para a camara de fluxo laminar horizontal
previamente esterilizada com etanol 70,0% e radiagéo ultravioleta por 20 minutos.

As folhas foram imersas em solucéo de alcool etilico 70% por 30 segundos
e lavadas por 3 vezes com agua destilada autoclavada. As folhas foram cortadas
em fragmentos de 0,5 cm? com o auxilio de lamina de bisturi, previamente
esterilizada. Os explantes obtidos seguiram para o processo de desinfec¢do com
hipoclorito de sodio (NaClO). Foram avaliadas diferentes concentragdes de NaClO
(0,0%, 2,5%, 5,0%, 7,5% e 10%) obtidos a partir de solu¢cdo comercial de hipoclorito
de sédio 10% (Start Quimica®), e diferentes periodos de imerséo (5, 10, 15, 20 e

30 minutos) dos explantes.
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Apos o periodo de exposicdo em NaClO os explantes foram lavados 3 vezes
com agua destilada autoclavada para a remocdo do NaClO. Os explantes
permaneceram em contato com solucgdo de &cido citrico (150,0 mg L) para evitar
a oxidacdo. O excesso de &cido citrico foi removido com o auxilio de papel filtro
esterilizado por autoclavagem sob pressdo, tempo e temperatura conforme
desctrito abaixo.

O meio de cultura utilizado foi o WPM (Woody Plant Medium) (LLOYD G;
MCCOWN B, 1980) acrescido de 6,5 g L™ de &gar e 30,0 g L de sacarose. O pH
foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem, que foi feita a 121 °C sob presséao de
1,1 atm por 20 minutos. Os explantes foram inoculados em tubos de ensaio
contendo 10 mL do meio de cultura, tampados com papel aluminio (Royal Pack®) e
vedados com Filme PVC (Resinite Aderent 10 Micra). Os tubos contendo os
explantes permaneceram em sala de cultivo sob temperatura de 27 °C + 2 °C e
intensidade luminosa de 35 umol m2 s, fornecida por lampadas fluorescentes
brancas frias, com fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuro, por 15 dias.

O delineamento experimental utilizado foi o Inteiramente Casualizado (DIC)
em esquema fatorial 5x5 (cinco concentracdes de NaClO e cinco periodos de
imersdo) totalizando 25 tratamentos com 10 repeticdes cada, sendo cada repeticao
composta por 1 tubo de ensaio com um explante, totalizando 250 unidades
experimentais. As variaveis analisadas foram a porcentagem de contaminacgao por
fungos e bactérias e auséncia de contaminacgéo, por meio da atribuicao de valores

para unidades experimentais contaminadas (1) e ndo contaminadas (0). Todos o0s

dados foram transformados para vx + 1, analisados pelo programa estatistico
Genes (CRUZ, 2016).

2.5.2 Controle da oxidag&o dos explantes

Apos a determinacao das melhores condi¢des para a assepsia dos explantes
foliares, foi realizado um experimento para controlar a oxidagdo e viabilizar o
processo de regeneracao in vitro.

Folhas de plantas de pequizeiro com 5 meses de idade, mantidas em casa
de vegetacdo foram coletadas e lavadas em agua corrente e sabao neutro por 1

minuto. Em seguida foram imersas em agua destilada contendo duas gotas de
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detergente neutro para cada 100,0 mL de agua, onde permaneceram sob agitacao
mecanica em agitador magnético por 10 minutos e enxaguadas com agua
destilada.

Em camara de fluxo laminar, as folhas foram cortadas em fragmentos de 0,5
cm? com o auxilio de lamina de bisturi previamente esterilizada e imersas em alcool
70% por 1 minuto e em seguida, transferidas para NaCIO 10% por 10 minutos e
posteriormente realizada a triplice lavagem com &gua destilada autoclavada.

O meio de cultura foi composto pelos sais do meio WPM (LLOYD G;
MCCOWN B, 1980) acrescido de 6,5 g L™ de agar, 30,0 g L' de sacarose e 10,74
UM de ANA + 4,44 uM de BAP (LANDA et al., 2000). O pH do meio foi ajustado
para 5,8 e autoclavado a 121° C por 20 minutos. Os explantes foram estabelecidos
em tubos de ensaio com 10,0 mL de meio de cultura, com a face abaxial voltada
para a solucdo nutritiva. Os tubos contendo os explantes permaneceram em sala
de cultivo sob temperatura de 27 °C + 2 °C e intensidade luminosa de 35 pmol m-2
s, fornecida por lampadas fluorescentes brancas frias, com foto periodo de 16
horas de luz e 8 horas de escuro, por 30 dias.

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado, com
11 tratamentos e 20 repeticbes (Tabela 3), sendo cada repeticdo constituida por
um tubo de ensaio com um explante por tubo. As condi¢Bes analisadas foram
auséncia e presenca de luz, uso de carvao ativado, polivinilpirrolidona (PVP) e
acido citrico.

Tabela 3 — Tratamentos utilizados para o controle da oxidacao de explantes foliares

de Caryocar brasiliense (pequizeiro) para o cultivo in vitro

Tratamento Condi¢cdes de meio WPM
1,0 mg L de carvéo ativado
2,0 mg L* de carvéo ativado
3,0 mg L de carvéo ativado
50,0 mg Lt de &cido citrico
100,0 mg L de &cido citrico
200,0 mg Lt de acido citrico
200,0 mg L* de PVP
400,0 mg L de PVP
800,0 mg L* de PVP
Sem antioxidantes no escuro
Sem antioxidantes no claro
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Foi realizada a avaliacéo visual da oxidacdo na fase de estabelecimento dos
explantes. A avaliacéo foi realizada por escala de porcentagem (Figura 7), gerando

um indice de oxidacao segundo metodologia adaptada de Silva et al. (2001).

Figura 7 - Escala utilizada para avaliar o grau de oxidacédo dos explantes foliares
de Caryocar brasiliense (pequizeiro) submetidos a diferentes agentes antioxidantes
no meio de cultura WPM. 0%: Sem oxidacdo, 25%: Pouco oxidado, 50%:
Medianamente oxidado, 75%: Muito oxidado, 100%: Totalmente oxidado.

Fonte: Elaborado pelo autor

Os dados de grau de oxidacdo foram submetidos a analise de variancia e
teste de médias de Tukey (p < 0,05). As analises foram realizadas no programa
estatistico Genes (CRUZ, 2016).

2.5.3 Interacdo entre diferentes reguladores de crescimento na diferenciacao

celular dos explantes foliares

As folhas dos pequizeiros cultivados em casa de vegetacdo foram cortadas
em fragmentos de 0,5 cm? e estabelecidas em frascos de cultivo. A desinfecgéo e
controle de oxidacdo dos explantes foram realizadas conforme metodologias
estabelecidas nos ensaios descritos acima. Cada frasco de cultivo foi composto por
20 mL do meio de cultura WPM (LLOYD G; MCCOWN B, 1980) acrescido de 30,0
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g L de sacarose e 6,5 g L' de agar e 800,0 mg Lt de PVP suplementados com
diferentes concentracbes de reguladores de crescimento (Tabela 4). Foram
conduzidos 5 experimentos com combinacgdes de diferentes auxinas e citocininas.
O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem a 121 °C e
1,1 atm por 20 min. Os explantes foram mantidos em sala de cultivo por 60 dias
sob temperatura de 27 °C + 2 °C e intensidade luminosa de 35 pmol m=2 s,
fornecida por lampadas fluorescentes brancas frias, com foto periodo de 16 horas
de luz e 8 horas de escuro, no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais.

Tabela 4 — Combinacdes e concentracdes de reguladores de crescimento utilizados
na instalacdo dos 5 experimentos (Exp.) de regeneracdo in vitro de explantes
foliares de pequizeiro

Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3 Exp. 4 Exp. 5
[24-D] [KIN] [2,4-D] [BAP] [AIB] [KIN] [BAP] [AIB] [BAP] [ANA]
mgL! mgL! mgL! mgL?! mgL! mgL! mgL! mgL! mgL! mglL?

0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
0,0 1,0 0,0 1,0 0,0 1,0 0,0 0,5 0,0 0,5
0,0 2,0 0,0 2,0 0,0 2,0 0,0 0,75 0,0 0,75
0,0 4,0 0,0 4,0 0,0 4,0 0,0 1,0 0,0 1,0
1,0 0,0 1,0 0,0 1,0 0,0 0,5 0,0 0,5 0,0
1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 0,5 0,5 0,5 0,5
1,0 2,0 1,0 2,0 1,0 2,0 0,5 0,75 0,5 0,75
1,0 4,0 1,0 4,0 1,0 4,0 0,5 1,0 0,5 1,0
2,0 0,0 2,0 0,0 2,0 0,0 1,0 0,0 1,0 0,0
2,0 1,0 2,0 1,0 2,0 1,0 1,0 0,5 1,0 0,5
2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 1,0 0,75 1,0 0,75
2,0 4,0 2,0 4,0 2,0 4,0 1,0 1,0 1,0 1,0
4,0 0,0 4,0 0,0 4,0 0,0 2,0 0,0 2,0 0,0
4,0 1,0 4,0 1,0 4,0 1,0 2,0 0,5 2,0 0,5
4,0 2,0 4,0 20 4,0 2,0 2,0 0,75 2,0 0,75
4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 2,0 1,0 2,0 1,0

3,0 0,0 3,0 0,0

3,0 0,5 3,0 0,5

3,0 0,75 3,0 0,75

3,0 1,0 3,0 1,0

Auxinas: 2,4-D - acido 2,4 diclorofenoxiacético, AIB — acido indol-3-butirico, ANA — &cido alfa-

naftaleno acético. Citocininas: BAP — benzilaminopurina, KIN — cinetina
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Os experimentos foram instalados no delineamento inteiramente
casualizado, variando entre 16 ou 20 tratamentos dependendo da condicédo e
disponibilidade de material biol6gico para a conducdo do ensaio. Cada tratamento
foi composto por trés repeticdes e cada repeticao por um frasco de cultivo contendo
10 explantes.

Ao final dos 60 dias foram avaliados o numero de brotacfes, nimero de
raizes, comprimento das raizes, pela medida com régua milimetrada e formacéo de
calos por explante (auséncia ou presenca). Os dados foram submetidos a anélise
de variancia e as médias comparadas pelo teste Tukey (p < 0,05). Quando
necessario os dados foram transformados para vx + 1. As andlises foram

realizadas no programa estatistico Genes (CRUZ, 2016)

3 Resultados e discussao

3.1 Andlises biométricas de frutos de pequizeiros com e sem espinhos no

endocarpo

A caracterizacdo morfologica dos frutos de pequizeiro é importante para
contribuir com estudos de germinacéo e producdo de mudas e auxiliar com técnicas
de cultivo para a espécie (BATTILANI et al, 2012). O peso dos frutos, por exemplo,
€ uma caracteristica importante para a comercializa¢do in natura, uma vez que 0s
frutos de maior tamanho apresentam maior polpa e, portanto, mais interessante
economicamente (CHITARRA; CHITARRA, 2005).

As caracteristicas fisicas de frutos de pequizeiro sem espinhos no endocarpo
foram, predominantemente, superiores as caracteristicas de frutos com espinhos
no endocarpo, com excecao do diametro de pirénio (D2P) e rendimento de pirénio
(RP) (Tabela 5). O rendimento de pirénio por fruto para grupo sem espinhos
apresentou média de 17%, e para o grupo com espinhos de 20%, evidenciando
predominancia de casca em relacdo a massa do fruto (Tabela 5), ou seja, 80% e
83% da massa total dos frutos com e sem espinhos respectivamente,

correspondem a casca.
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No geral observou-se ampla variacado para o minimo e maximo em todos 0s
caracteres, em ambos 0s grupos de pequis, evidenciando a elevada variabilidade

entre os frutos (Tabela 5).

Tabela 5 — Caracteristicas fisicas de frutos com e sem espinhos no endocarpo.
Fazenda Estacdo Experimental Agua Limpa — UFU, Uberlandia — MG, Safra
2017/2018

Com espinhos Sem espinhos
Caracteres N. Média Minimo Maéaximo N. Média Minimo Maximo
MF (g) 80 394,50 161,15 1212,65 90 504,61 162,55 1215,70
AF (mm) 80 77,42 63,00 103,00 90 85,55 64,00 135,00
D1F (mm) 80 98,48 65,00 140,00 90 104,62 71,50 135,00
D2F (mm) 80 78,40 35,00 135,00 90 87,92 67,00 119,00
AP (mm) 80 57,55 45,50 82,00 90 63,60 48,00 80,00
D1P (mm) 80 45,61 35,17 61,00 90 46,75 33,50 60,00
D2P (mm) 80 41,00 33,75 53,50 90 39,17 30,00 47,50
MP (mm) 80 59,52 32,70 156,80 90 71,41 29,10 117,75
MC (g) 80 277,66 108,05 892,10 90 382,62 86,20 1068,25
EC (mm) 80 13,70 80,00 24,00 90 18,66 11,00 36,50
RP 80 0,20 0,09 0,38 90 0,17 0,06 0,51

MF: Massa de Fruto; AF: Altura de fruto; D1F: Comprimento de Fruto; D2F: Largura de Fruto; AP:
Altura de Pirénios; D1P: Comprimento de Pirénios; D2P: Diametro de Pirénios; MP: Massa de
Pirénios; MC: Massa da Casca; EC: Espessura da Casca; RP: Rendimento dos Pirénios; N: Numero

de amostras.

Notou-se ampla variacdo quanto a massa de pequi com e sem espinhos no
endocarpo (Tabela 5) e superior a relatada por Gulia et al. (2008) que, em estudo
de frutos com espinhos no endocapo relatou variacdo de 126,0 a 512,0 g. Os
valores encontrados por estes autores estdo bem abaixo do valor maximo
encontrado para frutos com e sem espinhos no endocarpo em nossa pesquisa.

Vera et al. (2005) observaram que a média do comprimento dos frutos de
pequizeiros com espinhos no endocarpo foi de 5,80 cm e a da largura de 6,50 cm.
Almeida et al. (1998) mostraram que o comprimento dos frutos variou de 4,20 cm a
6,40 cm e a largura de 6,50 cm a 7,80 cm. Em ambos os trabalhos, as medidas dos

frutos foram inferiores as encontradas nesta pesquisa, na qual observou-se média
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de 10,46 cm de comprimento e 8,79 cm de largura para frutos sem espinhos e 9,85
cm de comprimento e 7,84 cm de largura para frutos com endocarpo espinhoso
(Tabela 5).

O comprimento e largura de frutos, tanto com espinhos quanto sem
espinhos, nesta pesquisa foram superiores aos descritos por Luz et al. (2011) que
relataram para o comprimento do fruto uma variacédo de 4,30 cm a 5,40 cm e para
a largura de 5,70 cm a 6,90 cm em pequis com espinhos procedentes de trés
regides do Norte de Minas Gerais.

As médias para o comprimento e a largura dos pirénios no presente estudo
analise foram de 4,67 cm e 3,91 cm em pequis sem espinhos e 4,45 cm e 4,10 cm
para pequis com espinhos no endocarpo. Esses valores foram superiores aos
obtidos por Almeida et al. (1998), que expressaram faixa de variacao de 2,10 cm a
2,90 cm para o comprimento e 2,80 cm a 3,80 cm para a largura dos pirénios de
frutos com espinhos.

Com relacdo ao carater massa de fruto, houve variacdo de 161,15 g a
1215,70 g com média de 504,61 g para frutos com endocarpo sem espinhos e
394,50 g em frutos com espinhos no endocarpo (Tabela 5). Estes valores foram
superiores aos relatados por Silva et al. (1994), que obtiveram entre 100 e 300 g
para frutos com espinhos. Soares Junior et al. (2010) obtiveram valores para a
massa dos frutos variando de 81,59 g a 198,13 g, com média de 142,50 g, em frutos
com espinhos no endocarpo oriundos de Sdo Miguel do Araguaia — Goias. Em
estudos com frutos do pequizeiro (Caryocar coriaceum Wittm.) procedentes dos
estados do Maranhéo e Piaui, Ramos e Souza (2011) observaram uma elevada
variabilidade entre os caracteres fisicos estudados.

Notou-se diferenga significativa, pelo teste F (p < 0,01), para os caracteres
biométricos de frutos em relacdo ao grupo de matrizes produtoras de pequi com e
sem espinhos no endocarpo (Tabela 6). Constatou-se, também, a existéncia de
variabilidade genética dentro de cada grupo, especialmente para o grupo de

matrizes produtoras de frutos sem espinhos.
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Tabela 6 — Resumo da analise de variancia hierarquica para caracteres de frutos
de pequizeiros com e sem espinhos no endocarpo. Fazenda Estacado Experimental
Agua Limpa — UFU, Uberlandia — MG, Safra 2017/2018.

Fonte de Quadrado Médio
Variagao MF AF D1F D2F AP RPF
Grupos 513521,70 *  2795,95**  2163,51** 3845,30** 1545,42** 14441,31**
Gen/G 187876,66 ** 1007,23*  326,96NS 370,97* 222,62** 374,48
Gen/G1 75030,38* 156,06**  118,94NS 151,010 220,83** 691,18
Gen/G2 286617,16** 1752,01** 508,97 NS 563,43** 224,17** 57,77
Residuo 34664,79 64,41 277,30 120,17 30,69 81,37
CV (%) 41,12 9,82 16,44 13,14 9,12 13,45
D1P D2P MP MC EC RP
Grupos 54,57NS 136,86** 151,36**  466764,54** 1047,62** 0,03*
Gen./G 163,37** 80,06**  1828,15NS 159102,43**  106,18** 0,01Ns
Gen./G1 169,99** 88,04** 2519,29**  45414,33Ns  20,81NS 0,010NS
Gen/G2 157,59** 73,07* 1223,41** 258579,53**  180,88** 0,01Ns
Residuo 19,71 12,03 358,95 23065,00 13,49 0,00
CV (%) 9,60 8,67 26,87 45,57 22,50 46,22

MF: Massa de Fruto; AF: Altura de fruto; D1F: Comprimento de Fruto; D2F: Largura de Fruto; AP:
Altura de Pirénios; D1P: Comprimento de Pirénios; D2P: Diametro de Pirénios; MP: Massa de
Pirénios; MC: Massa da Casca; EC: Espessura da Casca; RP: Rendimento dos Pirénios, RPF:
Rendimento de Polpa Fresca, G: grupos; Gen.: gendétipo; G1: com espinhos; G2: sem espinhos; CV:
Coeficiente de variacao; NS: Nao significativo; * e **; significativo a 5% e 1% de probabilidade pelo

teste F, respectivamente.

O coeficiente de variacdo permite comparagcao entre variaveis de natureza
distinta e fornece uma ideia de precisdo dos dados. A principio, quanto menor o
coeficiente de variacdo, mais homogéneos sdo os dados. Altos coeficientes de
variacdo foram encontrados para massa de fruto (41,12%), massa de casca
(45,57%) e rendimento de pirénios (46,22%) (Tabela 6).

Para todos os caracteres observou-se que as matrizes de pequizeiro
produtoras de frutos sem espinhos no endocarpo tiveram médias superiores ao
grupo de matrizes que produzem frutos com espinhos, exceto para RP (Rendimento

de Pirénios). Estes resultados evidenciam o potencial do pequizeiro produtores de
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frutos sem espinhos para o cultivo comercial, visando tanto o consumo in natura
guanto processamento industrial, uma vez que o rendimento de polpa fresca (RPF)
foi de aproximadamente 51% superior ao obtido com fruto com espinhos no
endocarpo.

Verificou-se que as matrizes dos grupos com e sem espinhos foram
agrupadas de 2 a 4 grupos, demonstrando o potencial de selecdo de genadtipos
superiores para programas de melhoramento genético. Entre as matrizes
produtoras de frutos sem espinhos no endocarpo, a matriz B29 mostrou-se superior
as demais em relacdo a todos os caracteres exceto para o RPF (rendimento de
polpa fresca) e RP (Rendimento de pirénios), que ndo apresentaram diferencas
significativas, pelo teste T, ao nivel de 5% de probabilidades, entre as matrizes, o
gue pode ser explicado pela elevada quantidade de casca (Tabela 7).
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Tabela 7 — Média das diferentes matrizes de pequizeiros produtoras de frutos com e sem espinhos no endocarpo de acordo com

os caracteres dos frutos

Pequis com espinhos

Matriz MF AF D1F D2F AP D1P D2P MP MC EC RP RPF
B6 316,86b 75,95a 91,50a 75,64a 57,72b 45,95c 40,51b 69,76b 198,08b 11,50a 0,24a 57,45a
B7 553,52a 85,20a 102,35a 83,50a 65,50a 54,51a 45,53a 98,49a  395,42a 15,80a 0,19a 62,97a
A8 319,38b 74,70b 95,65a 74,40a 48,66¢c 37,08e 35,54c 41,10c 248,59b 14,80a 0,14a 58,28a
B13 344,89b 73,10b 99,60a 74,35a 57,06b 43,60d 42,54b 64,76b 234,24b 12,35a 0,21a 55,61a
B25 424,64a 79,40a 100,60a 81,70a 56,17b 45,88c 41,85b 65,69b 309,11a 14,60a 0,17a 41,01b
B3 372,93b 74,95b 97,40a 83,20a 56,17b 47,80b 38,40c 67,58b 362,87b 14,00a 0,20a -
D6 337,38b 75,85b 95,00a 75,20a 59,57b 46,08c 41,33b 70,70b 225,27b 12,55a 0,23a -
D14 486,65a 80,25a 97,70a 78,15a 59,59b 46,98b 42,03b 78,11b 347,71a 13,95a 0,21a -
Média 394,50B 77,42B 98,48B 78,40B 57,55B 45,61B 41,0A 69,52B 277,66B 13,70B 0,20A 55,06A
Pequis sem espinhos

B29 869,05a 114,25a  114,75a 101,10a  68,76a 44,25b 39,17b 73,92a  742,84a  27,25a 0,09a 78,20a
Al4 400,15¢ 77,80c 99,50a 84,85b 57,89b 46,21b 38,90b 65,09a 288,55¢c 16,85b 0,08a 80,65a
C9 440,70c 80,30c 103,10a 85,65b 63,98a 50,74a 39,40b 76,72a 303,30c 17,71b 0,19a 85,26a
B26 273,83c 69,50d 89,85a 73,80c 53,79b 37,92c 33,31c 45,67b 200,91c 15,15b 0,17a 81,82a
B20 469,22¢ 80,80c 107,60a 85,90b 66,15a 47,69b 43,63a 81,45a 327,02c 16,05b 0,19a 77,49a
Ci10 405,42c 80,40c 103,20a 85,80b 64,60a 49,45a 39,92b 73,23a 284,83c 15,40b 0,21a -
Al17 531,1c 85,90c 108,45a 91,85a 66,77a 49,78a 40,69a 82,52a  400,10c 19,05a 0,19a -
C6 520,10c 82,30c 104,85a 89,15a 64,99a 49,45a 38,86b 74,67a 379,20c 16,30b 0,16a -
D8 631,84b 98,70b 110,30a 93,90a 65,72a 45,57b 38,25b 69,47b 512,01b 24,25a 0,15a -
Média 504,61A 85,55A  104,62A  87,92A 63,60A 46,75A 39,17B 71,41A  382,64A  18,66A 0,17B 80,68B

MF: Massa de Fruto; AF: Altura de fruto; D1F: Comprimento de Fruto; D2F: Largura de Fruto; AP: Altura de Pirénios; D1P: Comprimento de Pirénios; D2P:

Diametro de Pirénios; MP: Massa de Pirénios; MC: Massa da Casca; EC: Espessura da Casca; RP: Rendimento dos Pirénios, RPF: Rendimento de Polpa

Fresca. Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas na vertical ndo diferem estatisticamente entre si (teste t, p<0,05).
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Observou-se superioridade da matriz B7 (grupo de plantas produtoras de
frutos com espinhos no endocarpo) para a maioria dos caracteres avaliados, com
maiores médias para massa e altura do fruto; massa, comprimento, diametro e
altura de pirénios e massa de casca. Outra matriz que merece destaque é a D8, no
entanto esta ainda necessita de avaliacdo com relacdo ao rendimento de polpa
fresca (Tabela 7).

Um parametro avaliado foi a herdabilidade (H?) que, reflete a proporcao da
variancia fenotipica que é atribuida as causas genéticas (FALCONER; MACKAY,
1996) e expressa a confiabilidade do valor fenotipico que influencia a proxima
geracdo. A herdabilidade elevada expressa alta correlacdo entre o valor fenotipico
e o valor genotipico. De acordo com Cruz et al. (2012) a herdabilidade € de alta
magnitude quando as estimativas sdo iguais ou superiores a 70%. Neste estudo
constatou-se H2 variando de 0,0 a 88,40% no grupo de frutos com espinhos e 0,0

a 96% no grupo de frutos sem espinhos (Tabela 8).

Tabela 8 - Herdabilidade (H2) para caracteres de frutos com e sem espinhos no
endocarpo. Fazenda Estacdo Experimental Agua Limpa — UFU, Uberlandia — MG,
Safra 2017/2018

Pequis com espinhos Pequis sem espinhos
Caracteres H2 (%) H2 (%)
MF 53,79 87,90
AF 58,72 96,32
D1F 0,00 4551
D2F 20,41 78,67
AP 86,10 86,31
D1P 88,40 87,49
D2P 86,33 83,53
MP 85,75 70,65
MC 49,21 91,08
EC 35,15 92,53
RP 28,15 38,66
RPF 88,22 0,00

RPF: Rendimento de polpa fresca, PF: Massa de Fruto, AF: Altura de Fruto, D1F: Comprimento de
Fruto, D2F: Largura de Fruto, AP: Altura de Pirénios, D1P: Comprimento de Pirénios, D2P: Diametro
de Pirénios, MP: Massa de Pirénios, MC: Massa da Casca, EC: Espessura da Casca, RP:

Rendimento de Pirénios.
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Os caracteres com alta herdabilidade foram altura de pirénios (AP),
comprimento de pirénios (D1P), diametro de pirénios (D2P), massa de pirénios
(MP), e rendimento de polpa fresca (RPF) para os frutos com espinhos no
endocarpo e massa de fruto (MF), altura de fruto (AF), largura de fruto (D2F), massa
de pirénios (MP), comprimento de pirénios (D1P), diametro de pirénios (D2P),
massa da casca (MC) e espessura da casca (EC) para os frutos sem espinhos no
endocarpo (Tabela 8).

Predizer valores de herdabilidade € util ao considerar a selecao favorecendo
certos fenotipos, principalmente, na selecao para o melhoramento de plantas. Nos
caracteres de frutos de pequizeiros com alta herdabilidade descritos acima, ha uma
alta resposta de selecao, indicando que as matrizes apresentam valores altos para
um caréater. Deve-se considerar que os valores de herdabilidade séo especificos
para caracteres individuais de cada populacdo de pequizeiros, sob condicbes

bidticas e abidticas exclusivas.

3.2 Diversidade genética em pequizeiros produtores de frutos com e sem
espinhos

O pequizeiro é uma planta nativa do cerrado, cuja exploracdo ocorre de
forma extrativista. Sendo assim, a oferta de frutos desta espécie pode ser colocada
em risco, tanto pela coleta continua dos frutos, nos periodos de producédo, quanto
pela ndo reposicdo de matrizes na natureza. A incidéncia de perdas do habitat
natural do pequizeiro é um fato agravante. Nesta perspectiva a criacdo de bancos
de germoplasma para a preservacdo da variabilidade genética torna-se
fundamental. Além disso, o melhoramento genético da espécie favorece a criacéo
e estimulo de investimentos em cultivos comerciais, a partir do desenvolvimento de
novos gendtipos que agreguem caracteristicas favoraveis para o cultivo, bem como
rendimento in natura e industrial e caracteristicas organolépticas.

A caracterizacdo e a quantificacdo da diversidade genética de um banco de
germoplasma sdo essenciais para definir estratégias de ampliacdo da base
genética da colecdo em conservacao, bem como o uso do germoplasma para fins

de melhoramento. Neste estudo, a dissimilaridade genética expressa pela distancia
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euclidiana entre as 17 matrizes de pequizeiro produtores de frutos com e sem
espinhos oscilou de 0,066 e 0,908 entre as matrizes B6-D6 e A14-B3,
respectivamente, demonstrando a elevada diversidade genética entre os acessos
(Tabela 9).
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Tabela 9 - Matriz de dissimilaridade genética com base na distancia euclidiana das 17 matrizes de Caryocar brasiliense

(pequizeiro) com e sem espinhos no endocarpo. Fazenda Estacdo Experimental Agua Limpa — UFU, Uberlandia — MG, Safra

2017/2018

Matrizes B7 A8 B13 B25 B3 D6 D14 B29 Al4 C9 B26 B20 C10 Al7 C6 D8

B6 0,368 0,372 0,144 0,219 0,161 0,066 0,177 0,774 0,220 0,286 0,328 0,324 0,247 0,398 0,348 0,526
B7 0,600 0,351 0,287 0,327 0,323 0,220 0,562 0,311 0,208 0599 0,163 0,227 0,201 0,232 0,374
A8 0,323 0,325 0,335 0,373 0,408 0,763 0,321 0,469 0,145 0507 0,460 0,555 0,473 0,554
B13 0,151 0,175 0,105 0,162 0,726 0,193 0,277 0,322 0,273 0,243 0,375 0,323 0,484
B25 0,129 0,184 0,135 0,605 0,098 0,193 0,350 0,211 0,188 0,279 0,214 0,370
B3 0,152 0,156 0,665 0,908 0,184 0,318 0,260 0,167 0,300 0,231 0,414
D6 0,133 0,736 0,194 0,246 0,342 0,272 0,208 0,356 0,310 0,488
D14 0,628 0,163 0,179 0400 0,192 0,164 0,264 0,225 0,395
B29 0,592 0,551 0,803 0,534 0,587 0,448 0,478 0,270
Al4 0,155 0,318 0,222 0,155 0,255 0,185 0,340
C9 0,456 0,143 0,073 0,139 0,106 0,301
B26 0,510 0,440 0,555 0,472 0,576
B20 0,137 0,138 0,158 0,308
C10 0,167 0,138 0,334
Al17 0,120 0,218
C6 0,243

Valores em negrito correspondem a menor (0,066) e maior (0,908) distancias genéticas.
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O método de Tocher permitiu a divisdo das matrizes em trés grupos (Tabela
10). Notou-se que o0 grupo | reuniu 0 maior niumero de matrizes, incluindo
pequizeiros produtores de frutos com e sem espinhos. Os grupos Il e lll apresentam
apenas duas matrizes cada, sendo que no grupo Il concentrou-se apenas arvores

produtoras de frutos sem espinhos.

Tabela 10 - Agrupamento de Tocher obtido a partir da distancia euclidiana média
padronizada em 17 matrizes pequizeiro para os 11 caracteres dos frutos. Fazenda
Estacéo Experimental Agua Limpa — UFU, Uberlandia — MG, Safra 2017/2018

Grupo Matrizes
I B6 D6 B13 D14 B3 B25 Al14 C10 C9 B20 C6 Al7 B7
[l A8 B26
1] B29 D8

A utilizacdo do método de Tocher na andlise da divergéncia genética foi
também utilizado por Ramos (2010) em populacdes de C. coriaceum, revelando 6
grupos distintos. Em estudos com populacfes de pequizeiros do estado do Ceara,
Oliveira (2009) avaliou a diversidade genética com método de Tocher, utilizando
caracteres fisicos do fruto.

Ainda com o objetivo de analisar o padrao de agrupamento das matrizes de
pequizeiro, adotou-se o0 método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Mean), o qual permitiu a geracdo do dendrograma. A correlagcéo
cofenética foi de 0,83, significativa pelo teste t (p< 0,01) indicando adequada
representacdo grafica das distancias, uma vez que foi superior a 0,7 conforme
sugerido por Cruz, Ferreira e Pessoni (2011). Segundo estes autores, para
identificar o padrdo de agrupamento a partir de um dendrograma deve-se
estabelecer um ponto de corte que deve ser realizado em locais onde existe alta
mudanca de nivel.

Ao adotar o corte em 50% das distancia genéticas, o dendrograma mostrou
as matrizes distribuidas em cinco grupos (Figura 8), sendo que as matrizes B29 e
D8 (ambas produtoras de frutos sem espinhos) constituiram grupos individuais,

revelando a potencialidade delas para trabalhos futuros de melhoramento genético.
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Figura 8 - Dendrograma da analise das 17 matrizes de pequizeiro pelo método de
ligagdo média entre grupo (UPGMA - Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Mean) obtido a partir da distancia euclidiana média padronizada para os
onze caracteres morfolégicos dos frutos. CCC: Coeficiente de correlacdo
cofenética. Fazenda Estacéo Experimental Agua Limpa — UFU, Uberlandia — MG,
Safra 2017/2018.

A correlacéo cofenética mede o grau de ajuste entre a matriz de similaridade
original e a matriz resultante da simplificacdo proporcionada pelo método de
agrupamento (BUSSAB et al., 1990). Nesta pesquisa, o valor do coeficiente de
correlacao cofenética (CCC = 0,83) foi de elevada magnitude (Figura 8). Isto mostra
que ha uma boa representacdo das matrizes de dissimilaridade para os dados
morfologicos de frutos de pequizeiros com e sem espinhos no endocarpo.

Visando analisar o padrdo de agrupamento, foi empregada a técnica de
componentes principais, a qual permite, pela dispersao grafica dos dois primeiros
componentes principais (CP1 e CP2), a distribuicdo das matrizes em um plano
cartesiano. Para que isto seja possivel é necessario que CP1 e CP2 retenham no
minimo 80% da variabilidade dos dados (CRUZ, FERREIRA, PESSONI, 2011)

conforme foi obtido neste estudo (Tabela 11).
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Tabela 11 - Estimativa dos autovalores associados aos componentes principais e
sua variancia percentual e acumulada dos 11 caracteres morfologicos em C.
brasiliense. Fazenda Estacdo Experimental Agua Limpa — UFU, Uberlandia — MG,
Safra 2017/2018

Componente Autovalor Variancia Varidncia Acumulada
Principal (%) (%)
1 0,98 63,43 63,43
2 2,99 27,22 90,65
3 0,48 4,42 95,07
4 0,20 1,87 96,94
5 0,16 1,46 98,41
6 0,09 0,81 99,22
7 0,041 0,37 99,60
8 0,20 0,18 99,78
9 0,17 0,16 99,94
10 0,05 0,050 99,99
11 0,0004 0,0043 100,0

A dispersao grafica no espaco bidimensional revelou a formacao de oito
grupos de pequizeiro produtores de frutos com e sem espinhos no endocarpo
(Figura 9). Em semelhanca ao padrédo de agrupamento obtido pelo método de

UPGMA, as matrizes B29 e D8 isolaram-se em grupos individuais.
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Figura 9 - Disperséao grafica das 17 matrizes de C. brasiliense utilizando os dois

primeiros componentes principais obtidos com onze caracteres morfolégicos dos

frutos de prequizeiro com e sem espinhos no endocarpo. Fazenda Estacao
Experimental Agua Limpa — UFU, Uberlandia — MG, Safra 2017/2018

A contribuicdo relativa de cada carater na divergéncia genética consta na

Tabela 12. Pode-se verificar que os caracteres massa de fruto e massa de casca

foram os mais importantes para a diversidade genética, contribuindo com 53,24%

e 45,60%, respectivamente.
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Tabela 12 - Contribuicdo relativa de caracteres fenotipicos de frutos para

divergéncia genética em 17 matrizes de C. brasiliense, pelo método Singh (1981)

Caracteres Sj Valor (%)
Massa do Fruto 5.663.818,04 53,24
Altura do Fruto 304.437,66 0,28
Comprimento do Fruto 12.015,36 0,11
Largura do Fruto 16.996,70 0,15
Altura do Pirénio 8.304,26 0,08
Comprimento do Pirénio 4.258,84 0,04
Didametro de Pirénio 2.272,27 0,02
Massa do Pirénio 46.875,23 0,44
Massa da casca 4.850.628,67 45,60
Espessura da casca 4.488,82 0,04
Rendimento de Pirénios 0,35 0,0

Sj= Diversidade

Nas andlises realizadas por Ramos e Souza (2011) em C. coriaceum, 0S
caracteres que apresentaram maior importancia para a divergéncia entre e dentro
das populacdes foram massa da casca, com contribuicdo de 87,72% e massa do
fruto, com 8,91%, concordantes com os resultados obtidos nesta pesquisa.

Os agrupamentos gerados pelos diferentes métodos permitiram a
classificacdo das matrizes em conjuntos distintos baseado na similaridade genética
avaliada a partir de diferentes caracteres de frutos e pirénios. Permitiram ainda
identificar parentais potencialmente produtores, que poderdo ser utilizados em

programa de melhoramento genético da espécie.

3.3 Relacdo entre caracteres biométricos de frutos de pequizeiros com e sem

espinhos no endocarpo

O estudo das correlagbes entre caracteres permite o conhecimento das
alteracdes que ocorrem em um carater quando se realiza a sele¢cdo em outro que
Ihe é correlacionado. Essa informacdao € util ao geneticista, especialmente quando
a selecdo para um carater é dificultada pela baixa herdabilidade ou empecilho na
sua mensuracgao e identificacdo (CRUZ; REGAZZI; CARNEIRO, 2012).
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A correlacdo fenotipica € estimada com base em dados diretamente
mensurados, podendo ser de causa genética ou ambiental. A causa da correlacao
genética pode ser o pleiotropismo, fendémeno pelo qual um gene influencia dois ou
mais caracteres. As ligacbes génicas também podem ser causa de correlacao
genética, no entanto essa correlacdo é transitoria e ocorre principalmente em
populacdes derivadas de cruzamentos entre genotipos divergentes (FALCONER,;
MACKAY, 1996). As regulacbes epigenéticas também podem contribuir com a
diversidade genética observada em diferentes popula¢des de pequizeiros e entre
frutos de uma mesma populacéo.

Na Tabela 13 estdo as correlagdes genética e fenotipica para os caracteres
avaliados em frutos de C. brasiliense com e sem espinhos no endocarpo. Para sua
interpretacdo, deve-se levar em consideragcdo a magnitude, a significancia e a
direcdo (CRUZ; REGAZZI; CARNEIRO, 2012).
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Tabela 13 — Correlacdes genética (abaixo da diagonal) e fenotipica (acima da diagonal) entre os caracteres morfologicos de
pequis com e sem espinhos no endocarpo. Fazenda Estacdo Experimental Agua Limpa — UFU, Uberlandia— MG, Safra 2017/2018.

Frutos de pequizeiro com espinhos no endocarpo

MF AF D1F D2F AP D1P D2P MP MC EC RP
MF 0,9322** 0,7311* 0,6808 0,7034 0,6866 0,6950 0,7906* 0,9776** 0,6843 -0,1027
AF 1,0000** 0,5598 0,6479 0,7018 0,6646 0,6665 0,4806* 0,9010** 0,6509 -0,0781
D1F 0,5525 0,3895 0,3818 0,5660 0,4404 0,7715* 0,6948 -0,3820
D2F -0,5385 0,4666 0,7263* 0,3540 0,5847 0,6627 0,6028 -0,0823
AP 0,8747 0,7506 0,9168** 0,9112**  0,9831** 0,5490 0,0789 0,5737
D1P 0,8334 0,7097 0,9423* 0,7740* 0,9405** 0,5417 0,1380 0,5396
D2P 0,7985 0,6674 0,9379 0,7529 0,8800** 0,5608 0,0793 0,4402
MP 0,9769* 0,8673 1,0000**  0,9531 0,8931 0,6510 0,2012 0,4830
MC 0,9695* 0,9937+ 0,6151 0,6037 0,5726 0,7384 0,8092* -0,3054
EC 0,8183 0,7202 -0,2340 -0,0514  -0,2633 -0,0388 0,9881** -0,7425*
RP 0,5655 0,1460 0,9756* 0,8601 0,7691 0,7634 0,247 -1,8227+
Frutos de pequizeiro sem espinhos no endocarpo

MF 0,9828*  0,8896** 0,9581**  0,7672* 0,1135 0,2920 0,4498 0,9933**  0,9186**  -0,8363**
AF 1,0000** 0,8523**  0,9322**  0,7109* 0,0310 0,2116 0,3560 0,9902**  0,9602**  -0,8421**
D1F 1,0000**  1,0000** 0,9554*  0,9506**  0,4653 0,6541 0,7754* 0,8392** 0,7380* -0,5007
D2F 0,9896* 0,9672 1,0000++ 0,8637**  0,3573 0,4498 0,6274 0,9292**  0,8441**  -0,6744*
AP 0,8494 0,7298 1,0000** 0,9299 0,6141 0,7242* 0,8710** 0,6988* 0,5515 -0,3148
D1P 0,1368 0,0188 0,7352 0,4001 0,6053 0,7403* 0,8591** 0,0097 -0,1154 0,3392
D2P 0,3132 0,2029 0,9687+ 0,4887 0,7237 0,7449 0,9176** 0,1937 0,0379 0,2098
MP 0,5409 0,3709 1,0000** 0,7244 0,8932 0,8764 0,9497 0,3497 0,1911 0,0707
MC 0,9959+  1,0224* 0,9845* 0,9568 0,7569 0,0131 0,1930 0,4049 0,9459*  -0,8796**
EC 0,9772* 0,9818 0,9995* 0,8930 0,5686 -0,1395 0,0181 0,1843 0,9910* -0,8606**
RP -1,0000** -1,0000**  -0,2566  -1,0000** -0,7750 0,3738 0,2042 -02367 -1,0000**  -1,0000**

MF: Massa de Fruto; AF: Altura de fruto; D1F: Comprimento de Fruto; D2F: Largura de Fruto; AP: Altura de Pirénios; D1P: Comprimento de Pirénios; D2P:
Diametro de Pirénios; MP: Massa de Pirénios; MC: Massa da Casca; EC: Espessura da Casca; RP: Rendimento dos Pirénios. ** e * Significativo a 1% e
5% de probabilidade pelo teste t; ** e * Significativo a 1% e 5% pelo método de Bootstrap com 500 simulacdes
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Observou-se a ocorréncia de 15 correlacdes significativas, pelo Teste t
(p<0,05), para caracteres de frutos de pequizeiros com espinhos no endocarpo e
31 correlagbes significativas, pelo Teste t (p<0,05), para carateres de frutos de
pequizeiros sem espinhos no endocarpo (Tabela 13). Estes resultados indicam um
alto grau de associacao entre alguns caracteres avaliados.

Correlacdes genotipicas acima de 0,70 sdo consideradas altas, porém é
possivel realizar selecao indireta quando elas se encontram acima de 0,50 (LOPES
et al., 2002). Verificou-se coeficientes de correlacao iguais a zero entre alguns dos
caracteres estudados (Tabela 13) em frutos de pequizeiros com espinhos no
endocarpo. No entanto isso ndo demonstra falta de relacéo, mas sim a auséncia de
relacéo linear entre eles (CRUZ; REGAZZI; CARNEIRO, 2012).

As correlag@es fenotipicas e genotipicas séo Uteis ao melhorista na definicao
das estratégias de selecdo, especialmente para os de baixa herdabilidade. Notou-
se que o rendimento de pirénios (RP) apresentou baixa herdabilidade em ambos
0s grupos de pequizeiros (Tabela 8) e este carater foi correlacionado
negativamente com espessura da casca (EC) (Tabela 8). Assim para a selecao de
frutos com maior rendimento de polpa deve-se selecionar frutos com menores
estimativas de espessura de casca. Para a maioria dos caracteres, as correlacdes
genotipicas foram superiores as fenotipicas e tiveram a mesma direcdo para 0s
caracteres de frutos de pequizeiros com ou sem espinhos no endocapo (Tabela
13).
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3.4 Andlises fisico-quimicas

As analises fisico-quimicas realizadas foram pH, acidez titulavel total (ATT)
e umidade. O pH e a acidez titulavel total tem sido determinada para avaliar a
qualidade de alimentos de origem vegetal destinados ao processamento industrial.
Ao passo que a umidade esta relacionada com a qualidade microbiolégica em
processos de armazenamento. Em frutos de pequizeiros com e sem espinhos no
endocarpo, os caracteres fisico-quimicos apresentaram diferencas significativas
(Teste t, p<0,05) apenas para o pH da casca (Tabela 14). Os demais parametros
avaliados ndo apresentaram diferencas significativas, pelo Teste t, ao nivel de 5%

de probabilidades, entre os grupos com e sem espinhos.

Tabela 14 — Andlises fisico-quimicas de casca, polpa e améndoas de pequi com e
sem espinhos no endocarpo, em estadio de maturagcdo completa. Estacéo
Experimental Fazenda Agua Limpa - UFU, Uberlandia — MG, Safra 2017-2018

Com espinhos Sem espinhos
Parametros CV(%) Média CV(%) Média teal
fisicos
-Casca

pH 0,13 4,70+0,36 0,09 4,11+0,30 5,08*
Umidade 2,76 83,88+1,72 2,17 85,30+1,56 2,02Ns
ATT 0,008 2,76+0,09 0,003 2,78+0,05 0,33N\s

Polpa:
pH 0,08 7,03+0,29 0,034 7,00+0,18 0,30Ns
Umidade 54,96 55,48+8,50 36,02 61,65+5,86 2,04Ns
ATT 0,01 0,65+0,11 0,00 0,75+0,00 1,63N\S

Améndoa
Umidade 2,11 49,04+1,44 4,20 50,04+2,41 1,26Ns
ATT 0,04 0,98+0,21 0,01281 1,24+0,11 1,87NS

ATT: Acidez total titulavel, CV: Coeficiente de variagdo; *: significativo a 5% pelo teste t, NS: Nao

significativo a 5% pelo teste t.

O pH da casca foi de 4,70 para pequis com espinhos e 4,11 para pequis sem
espinhos (Tabela 14), sendo a casca considerada de média acidez, resultados

préximos ao reportado por Costa et al. (2017) que verificaram valor de pH de 4,25.
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Os valores de pH determinados para a polpa (7,03 e 7,0), em ambos os grupos de
frutos estdo de acordo com o descrito por Paz et al. (2014) em frutos com espinhos
no endocarpo.

A porcentagem de umidade encontrados para a casca, em ambos 0S grupos,
de 83,88% e 85,30% para frutos com e sem espinhos no endocarpo (Tabela 14),
respectivamente, estdo proximos ao determinado por Costa et al. (2017) que
obtiveram 88,60% de umidade. A umidade da polpa de frutos com endocarpo
espinhoso (Tabela 14) foi proximo ao relatado por Vera et al. (2007) e Paz et al.
(2014), os quais verificaram teores de umidade de 54,4% e 52,4%, em frutos com
espinhos no endocarpo. Para a améndoa, os valores de umidade de 49,04% e
50,04% para frutos com e sem espinhos no endocarpo, respectivamente, foram
superiores ao descrito por Damiani et al. (2013) e Lima et al. (2007) os quais
relataram, respectivamente, 25,1% e 8,68% de umidade em frutos com espinhos.

Em raz&o do teor de umidade dos frutos de pequizeiro, tanto com espinhos
quanto sem espinhos no endocarpo, serem elevados (Tabela 14), o carater deve
ser avaliado ao considerar tecnologias de armazenamento e processamento dos
frutos de forma a garantir a sua estabilidade (RIGUEIRA, 2003). Considerando a
umidade um parametro importante, altas concentracdes de agua no alimento
resultam na diminuicdo do tempo de prateleira e no comprometimento da sua
qualidade (PEREIRA et al., 2003).

A determinacédo da acidez total em alimentos é importante, pois a partir dela
pode-se obter dados para a apreciacdo do processamento e do estado de
conservacao dos alimentos, enquanto que umidade das amostras vegetais esta
relacionada com as estabilidades fisica, quimica e microbioloégica (MOURA et al.,
2013). Os valores de acidez total (Tabela 14) verificados em frutos de pequizeiros
com e sem espinhos no endocarpo foram relativamente proximos ao determinado

por Paz et al. (2014) para polpa (0,70) de pequis com espinhos.

3.5 Composicao nutricional

O pequi por ser fonte de nutrientes € importante para a alimentacao,
principalmente para populagdes carentes. Entretanto, o periodo de oferta dos frutos

e as diferentes épocas de maturacdo associados a variabilidade das condicbes
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ambientais, sobretudo a temperatura e umidade relativa do ar nas regides do

Cerrado, conferem aos frutos diferentes propriedades fisicas e quimicas (VERA et

al., 2005; VERA et al., 2007). Diante disso, avaliou-se o teor nutricional de casca,

polpa e améndoas dos pequis com e sem espinhos no endocarpo.

Observou-se diferencas significativas, pelo teste t (p<0,05) para o teor de

carboidratos na casca; carboidratos, compostos fendlicos e cinzas na polpa e

carboidratos na améndoa (Tabela 15).

Tabela 15 — Composicdo nutricional de casca, polpa e améndoas de frutos de

pequizeiro (C. brasiliense) com e sem espinhos no endocarpo, em estadio de

maturacéo completa, obtidos em base Umida. Estac&o Experimental Fazenda Agua
Limpa - UFU, Uberlandia — MG, Safra 2017-2018

Composigéo Com espinhos Sem espinhos
Nutricional Média Média teal
--CASCA
Carboidratos (%) 21,10+19,04 31,06+£14,63 5,40*
Compostos fendlicos (EAG) 602,30+37,31 531,68+62,85 1,35Ns
Lipidios (%) 0,54+0,38 0,48+0,43 0,19Ns
Cinzas (%) 0,76+0,79 0,54+0,08 0,49Ns
Proteinas (%) 1,50+0,05 1,14+0,37 1,68NS
POLPA- -
Carboidratos (%) 21,10+3,14 42,95+2,92 8,81*
Compostos fendlicos (EAG) 902,12+15,52 566,59+74,67 7,62*
Lipidios (%) 37,90£10,6 56,51,25 1,35NS
Cinzas (%) 0,55+0,06 1,2740,14 8,17*
Proteinas (%) 5,01+0,37 4,5510,40 1,45Ns
Vitamina C (mg.100g1) 12,04+4,17 17,25+4,27 1,51NS
AMENDOA
Carboidratos (%) 7,74+1,87 19,99+3,02 5,97*
Lipidios (%) 49,31+3,19 49,34+2,26 0,013Ns
Cinzas (%) 5,10+1,21 6,00+1,47 0,79Ns
Proteinas (%) 26,59+6,99 30,88+1,73 1,02Ns
Vitamina C (mg.100g7) 22,57+4,88 19,41+4,80 0,80NS
Valor VET pequi com espinhos VET pequi sem espinhos
energético Polpa Casca Améndoa Polpa Casca Améndoa
VET (Kcal)'100g 445,62 105,93 581,13 698,60 79,71 647,51
VET (KJ)/100g 1864,47 443,22 2431,46 2922,95 333,54 2709,20

VET: Valor energético total; EAG: equivalente de &cido galico; teca: Valor T calculado (5%); *:

Significativo a 5% pelo teste T, NS: N&o significativo a 5% pelo teste t

A quantidade de carboidratos encontrados na polpa de pequis sem espinhos
foi, aproximadamente, duas vezes maior do que na polpa de pequi com espinhos
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(Tabela 15). O resultado encontrado para carboidratos em polpa de pequi com
espinho (21,10%) esta de acordo com os obtidos por Macedo et al. (2011) que
determinaram 19,8%, também em polpa de pequis com espinhos no endocarpo,
pelo mesmo método empregado (fenol-sulfarico) nesta pesquisa. Entretanto, estes
autores obtiveram 23,8% de carboidratos por diferenca. Paz et al. (2014) obtiveram
3,4% de carboidratos (por diferenca) e 9,4% (fenol sulfurico) em base umida e 7,2%
(por diferenca) e 19,8% (método fenol sulflrico) em base seca, em polpas de pequi
com espinhos.

Os frutos de pequizeiros, tanto os que apresentam frutos com endocarpo
espinhoso quanto os sem espinhos, apresentaram grandes quantidades de
compostos fendlicos totais. Nas polpas foram obtidos 902,12 mg 100g*
(equivalentes de acido galico - EAG) em frutos com espinhos e 566,59 mg 100g*!
(EAG) em frutos sem espinhos. As menores concentracdes de compostos fendlicos
foram obtidos nas cascas, sendo 21,10 mg 100g* (EAG) em frutos com espinhos e
31,06 mg 100g* (EAG) em frutos sem espinhos no endocarpo (Tabela 15). Lima et
al. (2007), em pesquisa desenvolvida com pequi proveniente do estado do Piaui,
constataram teores apreciaveis de fenélicos no fruto (209,0 mg 100g?) e Paz et al
(2014) encontraram quantidade de 531,5 mg 100g™.

Os teores de lipidios na polpa de pequis com (37,90%) e sem (56,51%)
espinhos ndo mostraram diferencas significativas, pelo teste t, ao nivel de 5% de
probabilidades (Tabela 15), no entanto os valores obtidos foram superiores aos
descritos por Macedo et al. (2011) e Paz et al. (2014) em frutos com espinhos,
29,7% e 31,5%, em base Uumida. O 6leo de pequi € um componente quimico
presente em grande quantidade e que, devido a suas propriedades quimicas e acao
antioxidante, o torna matéria prima para a industria cosmética (SILVA, 1994).

O alto teor de cinzas nas améndoas dos pequis com (5,10%) e sem espinhos
(6,0%) foram superiores aos descritos por Ramos e Souza (2011) nas améndoas
dos frutos de Caryocar coriaceum, meédia de 2,44%. O teor de cinzas foi de 0,5% e
1,2% para pequis com e sem espinhos, respectivamente. Valor similar ao obtido
por Macedo et al. (2011) e Paz et al. (2014) os quais obtiveram 0,5% e 0,7% de
matéria mineral em polpa de pequi com espinhos. Na casca foi verificado 0,7% e
0,5% do teor de cinzas, respectivamente, nos frutos com e sem espinhos, valores

préximos aos relatados por Costa et al. (2017) de 0,43%.
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Como os minerais foram encontrados predominantemente nas améndoas
(Tabela 15), é importante a atencao para seu aproveitamento na nutricdo humana.
Os teores de cinzas representam a quantidade de minerais essenciais para a
formacao do vegetal. Além disso, podem representar possiveis contamina¢des com
impurezas inorganicas, a exemplo de metais e silica (MOURA et al., 2013).

O valor de proteinas na polpa de ambos os grupos de frutos com e sem
espinhos foram de 5,01% e 4,55%, respectivamente (Tabela 15), inferiores ao valor
encontrado por Ferreira et al. (1987) que verificaram 6,71% de proteinas em polpas
de pequis com espinhos. A concentracdo de proteinas foi levemente superior as
descritas por Santos et al. (2005) e Paz et al. (2014), os quais analisaram polpa de
pequi com espinhos e encontraram, respectivamente, 2,6% e 2,4%. Oliveira et al.
(2006) determinaram os teores proteicos da polpa do pequi com espinhos e
constataram uma variacdo de 3,54 a 4,04%.

As améndoas, tanto dos pequis com espinhos quanto dos pequis sem
espinhos, mostraram altas concentracfes de proteinas, sendo 26,59% (com
espinhos) e 30,88% (sem espinhos) (Tabela 15), valores relativamente proximos
ao descrito por Ferreira et al. (1987) para améndoas de pequi com espinhos
(24,6%).

Os teores de vitamina C (4cido ascoébico) foram obtidos na polpa e nas
améndoas, na casca nao foi possivel identificar teores de vitamina C pelo método
empregado. Na polpa foram encontrados 12,04 mg 100g* em pequis com espinhos
e 17,25 mg 100g* em pequi sem espinhos (Tabela 15). Esses valores inferiores
aos obtidos por Santos et al. (2005) e Paz et al. (2014), que encontraram 78,7 mg
100g* e 45,0 mg 100g* em polpas de pequis com espinhos no endocarpo, em base
umida.

O pequi é considerado uma importante fonte de nutrientes e valor energético
(Tabela 15). Ao considerar para um humano adulto uma dieta de 2.000 Kcal, 100 g
de polpa de pequi com ou sem espinhos podem fornecer, respectivamente, 22,28%
e 34,93% das recomendacfes energéticas diarias. Os resultados da presente
pesquisa mostram que a contribuicdo energética da polpa do fruto do pequi foi de
4,22% de carboidratos, 17,05% de lipidios e 1,00% de proteinas nos frutos com
espinhos e na polpa do pequi sem espinhos 8,59% correspondem aos carboidratos,

25,43% aos lipidios e 0,91% as proteinas.
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As améndoas dos pequis com e sem espinhos também sao fontes
importantes de energia podendo fornecer, respectivamente, 19,05% e 28,37% do
valor energético total. Nas améndoas do pequi com espinhos 1,53% correponde
aos carboidratos, 22,19% aos lipidios e 5,32% as proteinas e nas améndoas do
pequi sem espinhos, 0,89% de carboidratos, 22,20% de lipidios e 6,17% de
proteinas.

A casca dos frutos sdo residuos que, em sua grande maioria, sao
descartados sem nenhum aproveitamento. A casca corresponde a maior parte da
massa total dos frutos (Tabela 7) e, devido a sua composicao nutricional, pode ser
utilizada para o processamento em produtos com valor agregado, como por
exemplo, fabricacdo de farinhas para a complementacdo ou substituicdo de
ingredientes em panifica¢des, alimentacao animal ou fertilizantes.

Pesquisas relacionadas ao uso da farinha da casca de pequi indicam valor
consideravel de cinzas (2,32%), compostos fendlicos (1,16 mg g?') (COSTA,
PINTO; SOARES, 2017). O teor de carboidratos totais na farinha (50,94%) também
€ superior ao da polpa (19,66%) (COUTO, 2007). Segundo este autor o teor de
proteina na farinha de casca de pequi (5,76%) € superior ao da farinha de mandioca
(1,76%) e o teor de lipidios na farinha de casca de pequi (1,54%) apresenta valores

préximos ao da farinha de trigo (1,3%).

3.6 Pigmentos

A coloragao da polpa do pequi varia do amarelo claro ao alaranjado intenso,
tendo como preferéncia para o consumo os frutos com coloracdo mais escura. Os
pigmentos responsaveis pela tonalidade da polpa do pequi sdo os carotenoides
(OLIVEIRA, 2006). Neste estudo notou-se que ha diferenca de cor entre os dois
grupos de pequis, sendo que pirénios sem espinhos apresenta coloracédo amarela
clara enquanto que os frutos com espinhos possuem cor alaranjada (Figura 1G).

No pequi, além do tamanho e espessura dos pirénios, a coloracdo da polpa &
utilizada como critério de selecdo dos frutos mais vistosos. Os pigmentos sao
substancias com diferentes estruturas quimicas, que estado presentes sob a forma

de pigmentos de porfirina, carotenoides, antocianinas e flavonas (COSTACHE et
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al., 2012). Entre os carotenoides identificados em frutos e legumes, o -caroteno &
0 mais predomindante.

Foram encontradas altas concentragbes de (-caroteno nas polpas de pequi,
especialmente nos frutos com endocarpo espinhoso, cuja média foi de 21,50 mg
100g?, significativamente (Teste t, p<0,05) superior aos frutos de endocarpo sem
espinhos (8,70 mg 100g?) (Tabela 16). Os demais caracteres avaliados néo
apresentaram diferenca significativa, pelo Teste t ao nivel de 5% de significancia,
entre 0s grupos de pequis com e sem espinhos no endocarpo.

Tabela 16 — Concentracdo dos pigmentos encontrados em frutos de pequi com e
sem espinhos no endocarpo no estadio de maturacdo completa. Estacéo
Experimental Fazenda Agua Limpa - UFU, Uberlandia — MG, Safra 2017-2018

Com espinhos Sem espinhos
Caracteres Variancia Média Variancia Média teal
Polpa-

[-caroteno 42,74 21,50 8,70 9,17 2,97*
Licopeno 9,49 9,59 -- --

---Casca interna
[B-caroteno 1,36 1,34 0,60 1,95 0,094Ns
Clorofila a 0.17 0,92 0.02 0.95 1.09Ns

---Casca Externa
[-caroteno 0,21 1,65 1,15 3,52 0,76NS
Clorofila a 25.84 19.30 2.37 32.89 1.62Ns
Clorofila b 31.30 22.50 34.08 39.46 0.88Ns

*: significativo a 5% pelo teste t, NS: ndo significativo a 5% pelo teste t, --: ndo quantificado

Vilas Boas et al. (2013) encontraram concentracdes de 3,0 mg 100g* e Paz
et al. (2014) 5,4 mg 100g* de B-caroteno em polpa de pequi com endocarpo
espinhoso, valor inferior ao apontado no atual estudo. O [(-caroteno € um
antioxidante precursor da vitamina A, esta presente de forma abundante em
alimentos de coloragcdo amarelo-alaranjada, como nos frutos do pequizeiro.

Tanto na casca interna (mesocarpo externo) quanto na casca externa
(pericarpo) evidenciou-se a presenga de pequena quantidade de [(-caroteno.
Teores de licopeno foram encontrados apenas na polpa dos frutos com endocarpo
espinhoso, que foi, em média de 9,59 mg 100g* (Tabela 16). Oliveira et al. (2006)
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verificaram concentragdes de B-caroteno variando de 6,26 mg 100g* a 11,4 mg
100g? e licopeno de 1,12 mg 100g? a 2,08 mg 100g™* em polpas de pequis que
possuem espinhos no endocarpo.

As clorofilas sédo os pigmentos naturais mais abundantes presentes nas
plantas e ocorrem nos cloroplastos das folhas e em outros tecidos vegetais, como
nas cascas do pequi, sendo responsaveis pela sua coloracédo. A clorofila-a esta
presente em todos os organismos que realizam fotossintese, enquanto que a
clorofila-b € um pigmento acessoério que auxilia na absor¢cdo de luz e na
transferéncia da energia aos centros de reacao (STREIT et al., 2005).

Pela Tabela 16, evidencia-se os teores de clorofilas (a e b) nas cascas
externas e internas dos frutos, sendo a clorofila-b presente apenas na casca
externa. Uma aplicacao prética das clorofilas & sua utilizacdo como corante natural,
tanto em alimentos como em produtos farmacéuticos e suplementos alimentares
(GOLDBERG, 1994; VOLP et al., 2009).

Do ponto de vista biolégico, estudos tém demonstrado que as clorofilas
apresentam propriedades antimutagénicas, antigenotoxicas (FERRUZZI et al.,
2002; Lila, 2004; OSUNA-RUIZ et al., 2016) e antioxidantes (HSU et al., 2005;
VOLP et al., 2009; WANG; WINK, 2016; KANG et al., 2017). Fahey et al. (2005)
demonstraram que as clorofilas tém a capacidade de induzir genes citoprotetores,
0S quais protegem as células contra os danos oxidativos provocados pelos radicais
livres.

A casca do pequi é um subproduto que ndo apresenta valor comercial, sendo
descartada como residuo. As pesquisas apontam o uso da casca para a producéo
de farinha, mas ela pode ser aproveitada, também, para a extracdo da clorofila.
Mesmos maduros os frutos possuem a casca com coloracdo verde, assim a

alternativa de aproveitamento da casca para extracao das clorofilas pode ser viavel.
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3.7 Cultivo in vitro de pequizeiro
3.7.1 Controle da contaminacdo de explantes foliares

As sementes de pequizeiros possuem baixa taxa de germinacéo e para obter
metodologia de propagacao in vitro, realizou-se procedimentos de regeneracao de
explantes foliares de pequizeiro produtores de frutos sem espinhos no endocarpo.
Inicialmente, otimizou-se um protocolo para a desinfec¢cado dos explantes foliares
oriundos de matrizes cultivadas em casa de vegetacao. Verificou-se que em alguns

tratamentos a presenca de fungos e bactérias (Figura 10).
,-‘:tv,‘) :A . g T_ e |

Figura 10 — Explante de folhas de pequizeiros sem espinhos no endocarpo,
contaminadas por fungos e bactérias, cultivado em meio de cultura WPM.

Fungos (A-B), bactérias (C). Fonte: Do autor

O resumo da andlise de variancia para os dados de contaminacdo dos
explantes foliares de pequizeiro encontra-se na Tabela 17. Foi possivel identificar
diferenca significativa apenas para a concentracdo de hipoclorito de sédio, pelo
Teste F ao nivel de 5 % de significancia.
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Tabela 17 - Resumo da andlise de variancia para contaminacdo de explantes

foliares de pequizeiro aos 15 dias de cultivo em meio de cultura WPM

Fatores de variacéo GL SQ QM Fc Pr > Fc
Concentrag6es de hipoclorito 4 0,20123  0,050308 28,8529 0,0000™
Tempo de imerséo 4 0,01260 0,003151 1,8069 0,12840NS
Hipoclorito x Tempo 16 0,02031 0,001269 0,7279 0,76402Ns
Residuo 225 0,39231 0,001744

Total 249 0,62645

CV =2.75%

NS: ndo significativo; ** significativo a 5% de probabilidade pelo teste de F.

Os tratamentos de descontaminacao foram satisfatorios e eficientes quando
utilizou-se concentracdes de hipoclorito de sodio 7,5% e 10,0%, independente do

tempo de imersao (Tabela 18).

Tabela 18 — Porcentagem de contaminagéo de explantes foliares de pequizeiros

para o cultivo in vitro

Tempo de imerséo

[NaClO] 5 min 10 min 15 min 20 min 30 min Média

NacClO 0,0% 90,00 80,00 100,00 100,00 100,00 94,0%a
NaClO 2,5% 90,00 90,00 50,00 60,00 60,00 70,0%ab
NaClO 5,0% 70,00 50,00 40,00 30,00 40,00 48,0%ab
NaClO 7,5% 30,00 30,00 30,00 10,00 30,00 26,0%b
NaClO 10,0% 40,00 20,00 20,00 10,00 0,000 18,0%b
Média 64,0%A 54,0%A 48,0%A 42,0%A 46,0%A

Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas na horizontal e mindsculas na vertical ndo diferem

estatisticamente entre si (p<0,05), pelo teste Tukey.

O estabelecimento in vitro de espécies florestais tem como obstaculo a
contaminagao, pois na maioria das vezes o material vegetal utilizado como fonte de
explantes pode vir direto do campo, contendo altas concentracdes de
microrganismos. Em explantes foliares de pequizeiro destinado ao cultivo in vitro
Landa et al. (2000) utilizaram hipoclorito de sédio 30% por 15 minutos para a
desinfeccdo. Em estudos desenvolvidos por Andrade (2002), foi verificado o efeito

negativo da competicdo por nutrientes entre plantas e microrganismos, bem como
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pelas substancias toxicas liberadas pelos patdgenos no meio de cultura. O uso do
hipoclorito de so6dio como pratica no controle de contaminacdes é recomendado,
no entanto, o periodo de imersdo do explante e a concentracdo do hipoclorito de
sédio podem variar conforme o tipo e idade do explante (ANDRADE, 2002).

3.7.2 Controle da oxidacéo de explantes foliares

A presenca de compostos fendlicos em espécies lenhosas dificulta os
processos de regeneracao in vitro por promoverem a oxidacdo dos explantes
(CARVALO; VIDAL, 2003). Em pequizeiro, o processo de oxidacdo torna-se mais
intenso, pois este tipo de planta € rico em compostos fendlicos, que estao
relacionados com a producéo de lignina (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).
Desta forma, a determinacao de protocolos para o controle da oxidacao é essencial
para o sucesso do cultivo in vitro de determinadas espécies (MELO et al., 2001).

Neste estudo verificou-se efeito significativo, pelo Teste F ao nivel de 5 % de
significancia, entre os antioxidantes empregados para o estabelecimento in vitro de

explantes foliares de pequizeiro sem espinhos (Tabela 19).

Tabela 19 — Resumo da andlise de variancia para os dados de oxidacdo de

explantes foliares de pequizeiros submetidos a diferentes tratamentos para o cultivo

in vitro
Fonte de variacéo G.L. QM
Tratamento 10 10719,70**
Residuos 99 275,00

CV (%) = 27.38
**: significativo a 5% de probabilidade pelo teste de F

Observou-se diminuicdo da oxidagdo a medida que foram aumentadas as

concentragdes dos antioxidantes carvao ativado, acido citrico e PVP (Tabela 20).
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Tabela 20 — Porcentagem de oxidacdo dos explantes foliares de pequizeiros para

o cultivo in vitro

Tratamentos Médias

1,0 g L! de carvéao ativado 42,12b
2,0 g L' de carvao ativado 40,37bc
3,0 g L' de carvéo ativado 18,25c
50,0 mg Lt de &cido citrico 100,00a
100,0 mg L1 de acido citrico 96,50a
200,0 mg L1 de acido citrico 43,02b
200,0 mg L1 de PVP 55,75b
400,0 mg L* de PVP 52,37b
800,0 mg Lt de PVP 17,82c
Sem antioxidantes no escuro 100,00a
Sem antioxidantes no claro 100,00a

PVP: Polivinilpirrolidona. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si
(Teste t, p<0,05)

O uso de 3,0 g L de carvdo ativado e 800,0 mg L* de PVP foram os
tratamentos mais eficientes para a diminuicdo da oxidacao dos explantes foliares
de pequizeiro produtores de frutos sem espinhos no endocarpo, quando
submetidos as condicdes de cultivo in vitro. O tratamento com a utilizacdo de 50,0
g L de acido citrico, o tratamento sem oxidantes no escuro e o tratamento sem
oxidantes no claro foram os que apresentaram 100% dos explantes oxidados
(Tabela 20).

3.7.3 Interacdo entre diferentes reguladores de crescimento na diferenciacao

celular dos explantes foliares

Os reguladores de crescimento exdgenos, Como as auxinas e as citocininas,
adicionados ao meio de cultura influenciam o metabolismo vegetal e promovem a
inducao de diferentes rotas metabdlicas. A diferenciacdo do material vegetal in vitro
culmina no desenvolvimento de raizes, brotos, embrides soméaticos e calos,

dependendo do estimulo apropriado.
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Os experimentos 2, 4 e 5 (Tabela 4) realizados ndo mostraram a capacidade
dos explantes foliares de pequizeiros em formar raizes, calos ou brotos, nas
condicbes testadas. Este resultado pode ter sido observado pela falta de
sensibilidade do explante em responder aos estimulos induzidos pelas auxicinas e
citocininas, adicionadas ao meio de cultura. Nestes trés experimentos ocorreu a
morte do explante e ao final de 60 dias foi possivel observar muitos explantes
enrugados, entretanto, este enrugamento ndo foi devido as alteracdes
influenciadas pelos reguladores de crescimento, uma vez que foram encontrados
explantes enrugados em todos os tratamentos testemunhas (sem adicdo de
reguladores de crescimento). No entanto foi observado a capacidade de

regeneracao dos explantes foliares de pequizeiro em formar calos, nas condi¢cbes

do experimento 1 (Figura 11).

Figura 11 — Calos obtidos a partir de explantes foliares de pequizeiros submetidos
a diferentes reguladores de crescimento em meio de cultura WPM. A-B: Calos
embriogénicos, C: Calo oxidado com pequenas por¢cdes embiogénicas, D-H: Calos

oxidados, |I: Calo fotossintético. Fonte: Do autor
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A mesma fonte de explante pode apresentar comportamentos diferentes,
mesmo quando submetida as condi¢cdes idénticas. Conforme observado por Landa
et al. (2000), os explantes apresentaram comportamentos como enrugamento da
folha, calos compactos e coloragédo variando entre o branco, verde, marrom e
acinzentado (Figura 11). Estes resultados mostram a acdo dos diferentes
reguladores de crescimento sobre o metabolismo dos explantes foliares de
pequizeiros no estabelecimento in vitro, mostrando que o tecido apresenta
competéncia celular.

Observou-se a formacdo de calos em explantes foliares de pequizeiro
produtores de frutos sem espinhos a partir do 25° dia de estabelecimento in vitro
no meio de cultivo WPM, em fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuro.
Landa et al. (2000) demostraram a competéncia dos explantes foliares na formacao
de calos, aos 20 dias de cultivo, em meio WPM (LLOYD G; MCCOWN B, 1980)
suplementado com 3% de sacarose e 0,65% de agar e combinacédo de reguladores
de crescimento de ANA (2,0 mg.L') e BAP (0,5 mg L ou 1,0 mg L?).

Novos Orgdos vegetais, como raizes e brotos, podem ser induzidos em
tecidos nos quais antes ndo ocorriam, sendo este processo chamado de
morfogénese ou organogénese. Foi verificada a regeneracéo de raizes a partir de

explantes foliares de pequizeiro (Figura 12).

Figura 12 — Organogénese de explantes foliares de pequizeiro submetidos as
diferentes concentracdes de AIB e KIN para a regeneracao de raizes. KIN: Cinetina,

AIB: Acido-3-Indol butirico. Fonte: Do autor
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Nos experimentos para a regeneragdo in vitro de explantes foliares de
pequizeiro produtores de frutos sem espinhos no endocarpo, nao foi verificada a
presenca de raizes e/ou brotagfes a partir dos calos produzidos. As raizes foram
induzidas diretamente no explante foliar, sem antes passar pela fase de calo, ou
seja, 0 processo de rizogénese ocorreu de forma direta (Figura 12).

Pela tabela 21 pode-se verificar a interacao significativa (Teste F, p < 0,01)
para os reguladores de crescimento 2,4-D e KIN, bem como para os fatores

isoladamente.

Tabela 21 — Resumo da analise de variancia para inducdo de calos e raizes em
explantes foliares de pequizeiro produtores de frutos sem espinhos no endocarpo,

submetidos a diferentes tratamentos com reguladores de crescimento.

Calos - 2,4-D x KIN

Fonte de variacéo GL QM
2,4-D 3 80,19**
KIN 3 85,65**
2,4-D*KIN 7 65,66**
Residuo 222 8,04
CV =136,7%

Raizes — AIB x KIN

Fatores de variacdo GL QM
AIB 3 4,28*
KIN 3 12,53**
AIB*KIN 4 7,78**
Residuo 98 1,17
CV = 86,84%

2,4-D: Acido 2,4-Diclorofenoxiacético, KIN: Cinetina, CV: Coeficiente de variacdo, * e **: significativo

a 5% e 1% de probabilidade, pelo teste de F

Constatou-se interacdo significativa entre os reguladores de crescimento
conforme observado na Tabela 22. A combinagcdo que promoveu a maior
porcentagem de calos foi com a utilizacdo de 2,0 mg Lt de KIN em combinacéo
com 2,0 mg Lt de 2,4-D, com obtenc¢éo de, em média, 7,34% de calos induzidos,
seguido de 2,0 mg L-*de KIN em combinagéo com 1,0 mg L*de 2,4-D, com 4,62%
de calos (Tabela 22).
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Tabela 22 — Porcentagem de inducéo de calos e média de raizes por tratamento,

induzidos em explantes foliares de pequizeiro

Calos
2,4-Dmg L1
KINmg L* 0 1 2 4
0 1,00Aa 1,00aA 1,00cA 1,00aA
1 1,00Ba 2,81aAB 1,00bA 2,81aAB
2 1,00Ba 4,62aB 7,34aA 1,00aB
4 1,00Aa 2,81aA 2,81cA 1,00aA
Raizes
AIB mg L*?
KIN mg L 0 1 2 4
0 1,00aA 1,00aC 1,00bA 1,38cA
1 1,00aC 1,00aC 1,69aB 2,13bA
2 1,00aB 1,00aB 1,00bB 2,74cA
4 1,00aA 1,00aA 1,00bA 1,00cA

2,4-D: Acido 2,4-Diclorofenoxiacético, KIN: Cinetina. Médias seguidas pelas mesmas letras
mailsculas na horizontal e mindsculas na vertical ndo diferem estatisticamente entre si, de acordo

com o test t, a 5% de de significancia.

Para a inducéo de raizes, a utilizacéo de 4,0 mg L de AIB isolado ou em
em combinacgdo com 1,0 mg L2 de KIN e 2,0 mg Lt de KIN permitiu a formacéo de
maior nimero de raizes por explante inoculado (Tabela 22).

Pela analise da Tabela 22, pode-se verificar que ha dificuldade em se obter
um protocolo eficaz e com alto rendimento de diferenciagéo e regeneracao celular,
mesmo com a utilizacdo diferentes reguladores de crescimento e em diferentes
combinacdes de doses de auxinas e citocininas. A inducdo de raizes adventicias
tem ocorrido, na maioria das vezes, de forma empirica, a partir da adicao de auxinas
no meio de cultura, levando a uma alteragcéao na relagéo auxina/citocinina endégena
dos tecidos (LEMOS, 2010).

Santos et al. (2006) obtiveram elevadas quantidades de raizes mediante a
utilizacdo de 3 mg L de AIB, o qual proporcionou a inducdo de raizes em 100%
dos explantes, gerando um namero meédio de 12,87 raizes por brotacdo. Para estes
autores, as raizes desenvolvidas no meio de cultivo contendo carvao ativado foram

maiores (33,16 mm), com maior numero de raizes secundarias (média de 19,53).
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Apesar da dificuldade para obtencdo de plantulas in vitro de pequizeiro,
pesquisas mostram que € possivel estabelecer o cultivo in vitro da espécie.
Damascena et al. (2014) demonstraram a eficiéncia da inducéo de brotacbes em
segmentos nodais, obtidos in vitro a partir de sementes de C. brasiliense. Estes
autores obtiveram inducao de brotacdes de pequizeiro com a utilizacdo de 0,05 mg
Lt de ANA + 0,5 mg L* de BAP (com média de 4,79 brotacdes por explante) e 0,05
mg L de ANA + 3,0 mg L* de BAP (com média de 6,59 brotacdes por explante)
em meio de cultivo WPM acrescido de 30 mg L de sacarose, 7,0 mg L de agar e
antioxidantes (800 mg L de &cido ascérbico, 400 mg Lt de PVP).

Avaliando a capacidade de formacdo de brotos e raizes em segmentos
nodais, Santos et al. (2006) utilizaram diferentes combinacdes de BAP e ANA em
meio de cultura WPM contendo 800 mg L de PVP, 30 mg L* de sacarose, 7 mg
Lt de agar e carvdo ativado (0 g L* e 4 g L?). De acordo com estes autores
melhores brotacdes foram obtidas com 0,05 mg L* de ANA combinada 0,75 mg L
1 de BAP (média de 6 brotacdes por explante), induzindo maior nimero de gemas
por explante (17,4), o que proporcionou a maior taxa de multiplicacéo (8,7).

Conforme verificado nos explantes foliares de pequizeiro, mesmo realizando
ensaios em que o objetivo era a inducéo de brotacdes, esta rota ndo foi observada.
Isto pode ser explicado pela competéncia celular. As células competentes possuem
a habilidade de se dividir e seguir em direcdo de um novo caminho de
desenvolvimento. Entretanto, esse caminho pode ser limitado, pois as células
competentes para formar brotos nem sempre sdo competentes para formar raizes,
e vice-versa (LEMOS, 2010).

A utilizacdo de calos para a multiplicacdo de espécies € uma alternativa
promissora, uma vez que, de uma uUnica massa celular com crescimento
desorganizado, pode ser formado um grande numero de plantas por meio da
micropropagacao. Para o pequizeiro, esta forma de reproducéo se torna importante
do ponto de vista comercial, pois pode resultar em plantas uniformes quanto as
caracteristicas de crescimento, floracéo, frutificacdo, caracteristicas desejadas do
ponto de vista agronémico, no entanto deve-se considerar as variacdes

somaclonais.
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4 Conclusodes

Os frutos de pequizeiro constituem objetos de muitas pesquisas em relagcao
as suas caracteristicas fisicas devido a grande variabilidade de caracteres de frutos
encontrados. Os resultados obtidos neste estudo sé&o Uteis para disponibilizar a
sociedade e a comunidade cientifica, informa¢cdes importantes que poderdo ser
utilizadas no manejo e conservacao da espécie, bem como para a exploracao
comercial e racional dos frutos. A andlise das caracteristicas fisicas e bioquimicas
de pequi com e sem espinhos no endocarpo e a abordagem biotecnolégica para
micropropagacao in vitro de Caryocar brasiliense (pequizeiro) permitiram concluir

que:

1. Existe ampla variabilidade de caracteres biométricos nos pequis com e sem
espinhos endocarpo e isso permitiu avaliar a diversidade genética existente entre

as matrizes de pequizeiro produtoras de frutos com e sem espinhos no endocarpo.

2. A analise multivariada identificou que a matriz B29 e D8 sdo as mais divergentes

entre as plantas analisadas.

3. A maioria dos caracteres avaliados nos frutos de pequizeiros com e sem

espinhos no endocarpo apresentaram alta herdabilidade e séo correlacionados.
4. A diversidade genética observada nas matrizes de pequizeiro a partir de
caracteristicas morfologicas de frutos pode ser, em grande parte, de origem

genética, devido aos altos valores de herdabilidade observados

5. Em relacdo aos caracteres fisico-quimicos, os dois grupos de pequis,

apresentam diferencas apenas em relacéo ao pH da casca.

6. Os valores de carboidratos, proteinas, compostos fendlicos e cinzas mostraram

diferencas significativas entre os frutos com e sem espinhos no endocarpo.
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7. Em relacdo as técnicas de cultivo in vitro, o hipoclorito de sddio é eficiente na
desinfeccao e, a utilizacédo de carvao ativado e polivinilpirrolidona séo eficientes no

controle da oxidagao do explantes foliares de pequizeiro.
9. As combinacg@es de auxinas e citocininas promovem a rizogénese e calogénese

in vitro de explantes foliares de pequizeiro, no entanto ndo foram eficientes, nas

concentracoOes testadas, a inducéo de brotacdes.
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