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RESUMO:

o bacurizeiro (Platonia insignis Mart.) é uma espécie frutífera nativa da

Amazônia muito utilizada na cultura alimentar na regiões Norte e Nordeste do Brasil,

nas formas de sucos, doces, sorvete, geléias, licores e in natura. Devido a sua

grande importância econômica, é necessária a conservação da espécie em Bancos

Ativos de Germoplasma (BAG) para apoiar programas de melhoramento genético e

para realizar a caracterização dos acessos a fim de conhecer a variabilidade

conservada. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi quantificar a variabilidade

genética acessos de bacurizeiro pertencentes ao BAG da Embrapa Amazônia

Oriental por meio de marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeats). Foram

coletadas 78 amostras de bacurizeiros pertencentes a 16 progênies coletadas em

dois locais diferentes da Ilha do Marajó, PA. Das 16 progênies, sete foram coletadas

em Soure e nove em Salvaterra. Os 78 indivíduos foram coletados genotipados por

23 primers ISSR pré-selecionados. Após a análise, com os primers, obteve-se 121

produtos amplificados, dos quais 57 foram polimórficos, sendo que os primers mais

polimórficos foram o UBC 834, UBC 899 e UBC 900. Já os primers UBC810 e

UBC884 não apresentaram bandas polimórficas. A AMOVA entre e dentro de

progênies identificou maior diversidade dentro de progênies (95%), bem como

mostrou haver maior polimorfismo dentro dos locais de coleta (97%) do que entre

eles, demostrando alta similaridade entre as amostras de bacurizeiro do BAG da

Embrapa da Amazônia Oriental sediadas em Tomé Açu de acordo com marcadores

moleculares ISSR.
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1. INTRODUÇÃO

o bacurizeiro (Platonia insignis Mart.) é uma espécie frutífera nativa da

Amazônia muito utilizada na cultura alimentar na região Norte e Nordeste de

diversas formas, como sucos, doces, sorvete, geleias, licores e in natura (Homma et

aI., 2010). A fruta do bacuri já começa a ganhar espaço entre os produtos que vão

para o mercado fora da região devido a crescente preferência do consumidor por

estes tipos de frutas tropicais conhecidos por apresentar aromas e sabores

incomuns e/ou com propriedades nutricionais melhoradas, principalmente os

produtos da região amazônica como o cupuaçu e a castanha do Brasil. Devido a sua

grande importância econômica, há uma necessidade de seleção de genótipos

produtivos e adaptados às condições locais, evidenciando a importância de

conservação dessas espécies em Bancos Ativos de Germoplasma (BAG) e

programas de melhoramento (Gusmão et aI., 2006).

Apesar da sua grande importância, muito ainda precisa ser feito em

relação à caracterização, avaliação de germoplasma e melhoramento genético

visando o cultivo e o manejo das espécies de bacurizeiro (Souza et aI., 2001).

Muitos trabalhos morfológicos de bacurizeiros são encontrados na literatura, porém

trabalhos com marcadores moleculares ainda são escassos e os acessos do BAG

da Embrapa Amazônia oriental ainda não possuem um trabalho de caracterização

genética com marcadores moleculares. Trabalho similar foi realizado por Souza et

aI., (2013) com BAG de Bacurizeiro da Embrapa Meio Norte.

O ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) é um marcador dominante que

amplifica regiões entre microssatélites, sendo utilizados na estimativa da diversidade

e estrutura genética populacional (Ikegami et aI., 2009; Christopoulos et aI., 2010;

Dje et a/. , 2010). Esses marcadores são ótimos indicadores para estudos de

populações onde a caracterização molecular ainda é pouco conhecida, como no

caso do bacurizeiro.

Quando os acessos apresentam marcadores comuns, significam

semelhança genética entre eles, e quando esses marcadores são incomuns,

significam diferenças genéticas. Assim, essas semelhanças e diferenças genéticas

entre acessos de determinado banco de germoplasma permite gerar grande

quantidade de informação, como a diversidade genética e a relação filogenética
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desses acessos (Faleiro, 2007). Dessa forma o trabalho teve como objetivo

qiuantificar a variabilidade genética entre acessos de bacurizeiros do BAG da

Embrapa da Amazônia Oriental por meio de marcadores moleculares ISSR.
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1.1. IMPORTÂNCIA ECONÔMICA

O bacurizeiro é uma fruta nativa da região amazônica do Brasil, mas

encontra-se bastante distribuído por grande parte da América do Sul. Esta planta

pode ser encontrado nas Guianas, indo até o Paraquai, encontrado também no

Equador, Peru e Colômbia de forma rara e em mata primária (Ferreira, et ai, 1987).

No Brasil essa espécie ocorre no Nordeste brasileiro, como no Maranhão e Piauí,

onde forma povoamentos densos e de forma secundária, chegando aos estados de

Tocantins e Mato Grosso (Guimarães et al.,1992; Carvalho, 2007). No estado do

Pará, este fruto é encontrado na região do Nordeste, raramente na microrregião em

Tomé-Açú e Guamá; na Ilha do Marajó ele apresenta em grande ocorrência e na

região metropolitana de Belém ocorre na Ilha de Mosqueiro, Outeiro e na região de

Barcarena (Nascimento et ai, 2007).

Segundo Homma et ai. (2010), o mercado dessa fruta amazônica era

bastante restrito ao consumo local e ao período de safra, mas com a exposição da

região para as demais áreas do Brasil, por meio das redes de comunicação, esse

produto passou a ganhar destaques no mercado em outras regiões brasileiras, e

com o aumento da procura pela polpa de bacuri houve o superfaturamento do

produto, principalmente na comercialização da polpa, enquanto em 2005 o valor de

um quilo da polpa era de 10 reais, passou para aproximadamente 20 reais, em 2010.

Menezes et ai. (2011) afirmam que a polpa do bacuri é comercializada de

forma congelada nas redes de supermercado das regiões produtoras a preços

superiores aos de outras frutas tropicais como, por exemplo, o cupuaçu, o cajá a

goiaba e a graviola. Além disso, grandes fornecedores da polpa da fruta

encaminham o produto para sorveterias de Belém, como a Cairu, onde ocorre

grande procura pelo sorvete desta fruta tão exótica (Homma et aI., 2010).

A fruta in natura é comercializada nas CEASA e em feiras livres de

Belém-Pa, São Luís- Ma e em Teresina-Pi, onde atende a grande demanda de

consumidores locais, e essa grande procura faz com que este tipo de

comercialização fique restrito as regiões produtoras devido ao sistema de produção

ser ainda quase totalmente extrativo, dificultando, assim, um sistema mais amplo de

comercialização para outros mercados nacionais (Menezes, 2011; Souza et ai.,

2001). A partir da semente do bacuri pode-se extrair o óleo, sendo este usado para
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fazer sabão, curar doenças de pele e no preparo de remédios cicatrizantes (Braga,

1976; Nascimento et aI., 2007). Uma produção bastante recente com o bacuri é a

cerveja, a qual recebeu prêmio nacional e internacional, sendo hoje considerada

uma das melhores cervejas do mundo e que está sendo comercializada em grande

parte da Europa (Homma et aI., 2007).

A árvore do bacurizeiro já teve mais importância como especie

madeireira do que planta frutífera. Com a sua madeira é bem resistente e de

coloração clara, por apresentar características físico-mecânica e de multiplicidade de

uso, pode ser bastante utilizada na construção de casas, embarcações pesadas,

ripas e estacas (Homma et ai., 2010; Nascimento et ai., 2007). Homma et ai. (2007)

explicam que a madeira do bacuri é utilizada em obras hidráulicas, na construção

civil, naval e também, na fabricação de alguns tipos de móveis domésticos e

industriais. Vasconcelos et ai. (2001) ainda afirmam que a madeira possui alta

resistência ao ataques de fungos apodrecedores e moderada resistência ao ataque

de cupins.

Apesar de apresentar grande importância na alimentação humana, ainda

há pouco conhecimento científico sobre essa espécie, principalmente com relação a

caracterização molecular. Destaca-se também a importância desse estudo na

conservação de coleções de germoplasma para o conhecimento dos níveis de

diversidades.

1.2. BANCO ATIVO DE GERMOPLASMA DE BACURIZEIRO

Um Banco Ativo de Germoplasma (BAG) representa uma coleção ativa de

acessos que é rotineiramente usada para propósitos de pesquisa, caracterização,

avaliação e utilização de recursos genéticos. (Faleiro, 2007)

A Embrapa Amazônia Oriental, nos últimos anos, tem coletado e mantido

em condições ex situ em Banco Ativo de Germoplasma diversos acessos de

bacurizeiro oriundos do estado do Pará, em especial da Ilha do Marajó, obtidos de

Soure e Salvaterra. Guimarães (1992) descreve o programa de coleta desses

acessos para se estabelecer o banco ativo de germoplasma de bacurizeiro com o

objetivo de realizar a conservação de materiais com variabilidade genética, mantida
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"ex situ", assim construindo uma população base para o programa de melhoramento

genético.

Como a exploração ainda é feita de forma extrativista e existem poucas

informações na literatura sobre a diversidade genética dessa espécie, é

indispensável a realização de estudos que contribuam para direcionar estratégias

que favoreçam a sua conservação, avanços no processo de domesticação e no

melhoramento (Homma et aI., 2007; Souza et aI., 2001)

No BAG do bacuri são realizados estudos para aperfeiçoar seu cultivo e

manejo, como por exemplo a forma de propagação da espécie, por sementes,

estacas de ramos, produção de mudas e enxertos (Carvalho & Müller, 2007).

Dessa forma destaca-se a importância de manter ex situ plantas para

conservação de suas características fenotípicas e genotípicas por apresentarem

grande importância para base do conhecimento e melhorar a sua produtividade.

Também para ser feita estudos morfológicos e genéticos, como os realizados com

marcadores moleculares para identificação de diversidade genética.

1.3. MARCADORES MOLECULARES

Os marcadores moleculares são empregados em estudos de variabilidade

genética devido aumentarem a eficiência da amostragem de genótipos,

apresentando assim, entre outras vantagens, citar a obtenção de um número quase

ilimitado de polimorfismo genético (Faleiro, 2007). Ainda segundo este autor, as

informações adquiridas com as análises moleculares podem complementar as

informações morfológicas dos acessos, contribuindo para aumentar a eficiência do

planejamento dos cruzamentos e a seleção de genótipos com características

desejadas em programas de melhoramento genético. O conhecimento da

variabilidade genética é importante no direcionamento de cruzamentos visando à

obtenção de populações segregantes com potencial na seleção de novas

variedades.

Vários melhoristas têm adotado as ferramentas de marcadores

moleculares para auxiliar nos trabalhos de melhoramento, entre outras, para

caracterização de germoplasma. Entre os marcadores mais precisos e confiáveis

estão os ISSR (Inter Simple Sequence Repeats), pois são de fácil operação, não
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exige uso de enzima de restrição e são de bastante utilidade nos trabalhos de

distância genética entre acessos parentais (Santos et aI., 2013). O ISSR consiste em

uma técnica rápida, simples e que gera menos custos em comparação às outras

técnicas. Os marcadores não necessitam de um pré conhecimento do genoma do

material a ser estudado (Vijayan, 2005), por isso são bastante eficientes ao estudo

do bacurizeiro. Os marcadores ISSR representam um exemplo de técnica utilizada

para avaliação de diversidade que tem sido um sucesso, bem como em estruturação

de populações intra-específicas (Chai et aI., 2010; Lahoz et aI., 2011).

ISSR são regiões do genoma que estão localizadas entre locos

adjacentes de regiões microssatélites e são geradas por meio de reação em cadeira

de polimerase (PCR) utilizando um iniciador (primer), que possui uma longa

sequência de nucleotídeos de alta temperatura de anelamento que aumenta a

precisão da amplificação e melhora a reprodutibilidade (Faleiro, 2007).

Em bacurizeiro a variabilidade fenotípica é bastante visível, mas a

caracterização genética das espécies ainda foi pouco estudada. O estudo pioneiro

com a variabilidade genética do bacurizeiro usando marcadores moleculares foi com

Almeida et aI. (2007), onde foi utilizado marcadores RAPO (Random Amplified

Polymorphic ONA) para a caracterização da variabilidade. Segundo Meloni et aI.

(2006), os marcadores moleculares ISSR são apropriados para uso em especres

onde as informações genéticas ainda não foram desvendadas, como é o caso do

bacurizeiro.

Souza et aI., (2013) realizou um estudo com marcadores moleculares

ISSR o qual utilizou 72 genótipos de bacurizeiro, oriundo de 10 populações do BAG

da Embrapa Meio Norte coletados de 10 áreas de ocorrência da espécie no

nordeste.

Poucos trabalhos moleculares foram feitos com o bacurizeiro para

conhecer a variabilidade genética existente no BAG, ou em floresta primária, é

importante para o manejo e o extrativismo do fruto, voltado ao interesse do

mercado.(Souza et aI., 2013) Assim, há necessidade em selecionar as plantas

matrizes de melhor qualidade e fornecer aos produtores das regiões material básico

para a produção (Silva et aI., 2009). Entretanto, para ser feita essa seleção, uma

alternativa é a utilização de características fenotípicas, que apresente como ponto
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essencial para esse processo a obtenção de parâmetros de alta herdabilidade para

ser ter um satisfatório ganho genético das espécies (Oliveira & Fernandes, 2001)

2. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi quantificar a variabilidade genética entre e

dentro de acessos de bacurizeiro (Platonia insignis Mart.) do BAG da Embrapa da

Amazônia Oriental, localizada no Campo Experimental de Quatro Bocas, Tomé-Açú,

PA, por meio de marcadores ISSR.
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3. MATERIAL E MÉTODOS

3.1. COLETA DO MATERIAL

Foram coletadas amostras de 78 acessos de bacurizeiro pertencentes a

16 progênies distintas coletadas na Ilha do Marajó, PA (Tabela 1). Foram coletadas

de 4 a 5 plantas por progênies em dois locais distintos da ilha, 7 progênies coletadas

em Soure e 9 progênies coletadas me Salvaterra. As plantas encontram-se

sediadas em Tomé-Açú, no Campo Experimental de Quatro Bocas da Embrapa da

Amazônia Oriental. As folhas de bacurizeiro foram coletadas manualmente,

mantidas conservadas em gelo e levadas ao Laboratório de Genética Molecular da

Embrapa Amazônia Oriental em Belém, Pará, e armazenadas em freezer -80°C até

o momento da extração.

3.2. EXTRAÇÃO DE DNA TOTAL

A extração do DNA total foi realizada no Laboratório de Genética da Embrapa

Amazônia Oriental. O DNA foi extraído das folhas segundo o método de Doyle &

Doyle (1990). As folhas das amostras foram maceradas com nitrogênio líquido e

polivinilpirrolidona e, ao macerar, foi adicionado 3 ml de tampão de extração CTAB

(CTAB 2%, NaCI 5M, EDTA 0,5 M, PVP, Tris-HCI 1M e água estéril), vortexado e

encubado em banho-maria à 65°C por uma hora, agitados de 10 em 10 minutos.

Após esse tempo, foi acrescentado a solução de clorofórmio e álcool isoamílico

(24:1) foram homogeneizadas manualmente por 120 vezes e centrifugadas por 10

minutos a 10.000 rpm. Ao retirar o sobrenadante foi adicionado neste 1 ml de álcool

95% gelado e retornado a centrifuga por mais 10 minutos a 10.000 rprn.

Posteriormente, foi realizada a lavagem do precipitado com álcool 70% e

centrifugado por 10 minutos a 10.000 rpm. Após essa etapa foi feita a secagem do

DNA por pelo menos 24 horas e então ressuspendido em TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM

EDTA, pH 8,0) acrescido de RNAse, para a degradação do RNA e obtenção

somente do DNA total. Este DNA foi submetido a uma eletroforese em gel de

agarose a 1% corado com brometo de etídio para a quantificação e comparado com

as bandas de DNA do fago lambda nas concentrações de 50, 100 e 200 nq.ul". O
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DNA foi diluído a uma concentração de 10 ng/I-II no volume de 100 1-11.

Tabela 1 - Lista dos 78 acessos de bacurizeiro das 16 progênies coletados na Ilha do Marajó
mantidos no banco de germoplasma da Embrapa Amazônia Oriental e utilizados na caracterização
molecular or marcadores ISSR.

Ordem Progênie Planta Local Coleta Ordem Progênie Planta Local Coleta
Acessos Acessos

1 1 1 Soure, PA 40 8 5 Salvaterra, PA
2 1 2 Soure, PA 41 9 1 Salvaterra, PA
3 1 3 Soure, PA 42 9 2 Salvaterra, PA
4 1 4 Soure, PA 43 9 3 Salvaterra, PA
5 1 5 Soure, PA 44 9 4 Salvaterra, PA
6 2 1 Soure, PA 45 9 5 Salvaterra, PA
7 2 2 Soure, PA 46 10 1 Salvaterra, PA
8 2 3 Soure, PA 47 10 2 Salvaterra, PA
9 2 4 Soure, PA 48 10 3 Salvaterra, PA
10 2 5 Soure, PA 49 10 5 Salvaterra, PA
11 3 1 Soure, PA 50 11 1 Salvaterra, PA
12 3 2 Soure, PA 51 11 2 Salvaterra, PA
13 3 3 Soure, PA 52 11 3 Salvaterra, PA
14 3 4 Soure, PA 53 11 4 Salvaterra, PA
15 3 5 Soure, PA 54 11 5 Salvaterra, PA
16 4 1 Soure, PA 55 12 1 Salvaterra, PA
17 4 2 Soure, PA 56 12 2 Salvaterra, PA
18 4 3 Soure, PA 57 12 3 Salvaterra, PA
19 4 4 Soure, PA 58 12 4 Salvaterra, PA
20 4 5 Soure, PA 59 13 5 Salvaterra, PA
21 5 1 Soure, PA 60 13 1 Salvaterra, PA
22 5 2 Soure, PA 61 13 2 Salvaterra, PA
23 5 3 Soure, PA 62 13 3 Salvaterra, PA
24 5 4 Soure, PA 63 13 4 Salvaterra, PA
25 5 5 Soure, PA 64 14 5 Salvaterra, PA
26 6 1 Soure, PA 65 14 2 Salvaterra, PA
27 6 2 Soure, PA 66 14 3 Salvaterra, PA
28 6 3 Soure, PA 67 14 4 Salvaterra, PA
29 6 4 Soure, PA 68 14 5 Salvaterra, PA
30 6 5 Soure, PA 69 15 1 Salvaterra, PA
31 7 1 Soure, PA 70 15 2 Salvaterra, PA
32 7 2 Soure, PA 71 15 3 Salvaterra, PA
33 7 3 Soure, PA 72 15 4 Salvaterra, PA
34 7 4 Soure, PA 73 15 5 Salvaterra, PA
35 7 5 Soure, PA 74 16 1 Salvaterra, PA
36 8 1 Salvaterra, PA 75 16 2 Salvaterra, PA
37 8 2 Salvaterra, PA 76 16 3 Salvaterra, PA
38 8 3 Salvaterra, PA 77 16 4 Salvaterra, PA
39 8 4 Salvaterra, PA 78 16 5 Salvaterra, PA
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3.3. GENOTIPAGEM USANDO MARCADORES MOLECULARES

Os acessos de bacurizeiro foram genotipados com 18 primers de ISSR

USC desenvolvidos pela University of Sritish Columbia (USC), Vancouver, Canadá e

previamente selecionados por Souza et aI. (2013) e mais seis primers selecionados

por amplificarem bandas em outras espécies vegetais. Os primers foram submetidos

a um teste utilizando acessos de bacuri aleatórios do SAG para selecionar a melhor

temperatura de anelamento, a fim de obter a visualização precisa das bandas

geradas pela PCR, posteriormente, foi realizada a PCR para todos os demais

acessos (Tabela 2).

Tabela 2. Identificação dos 24 primers ISSR, temperatura de anelamento (Ta) e sequência dos
primers selecionados para análise ISSR.

Primer Temperatura O( Sequência (5'-3')

UBC 807 57

UBC 808 57

UBC 809 57

UBC 810 53

UBC811 54

UBC 817 53

UBC 825 54

UBC 826 59

UBC 827 59

UBC 834 53

UBC 840 54

UBC 842 52

UBC847 57

UBC 856 59

UBC 866 58

UBC868 58
UBC 884 57

UBC 888 59

UBC 889 57

UBC890 59

UBC 891 59

UBC 899 57

UBC 900 53

(AGhGT
(AG)sC
(AG)sG
(GA)sT
(GA)sC
(CA)sA
(AChA
(AC)sC
(AC)sG

(AG)sYT
(GA)sYT
(GA)sYG
(CA)sRC
(AC)sYA

VOV(CTh
(GAA)6

HBH(AGh
BOB (CAh
OBO(ACh
VHV(GTh
HVH (TGh

CATGGTGTTGGTCATTGTTCC
ACTTCCCCACAGGTTAACACA

Após a seleção dos primers, foram feitos ajustes para os componentes da

PCR. O mix utilizado conteve para cada amostra 2,Ox PCR buffer, 1,5 mM de dNTP,
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1,2 mM de MgCI2, 2,0 IJM do primer, 10 ng de DNA, 1 mg. IJr1 de BSA (Albumina

Soro Bovino) e uma unidade da enzima Taq DNA polimerase. Após o ajuste, foram

utilizados os primers com os 78 acessos de bacurizeiro. As reações foram

amplificadas em termociclador, programa segundo Souza et al.(2013) com

alterações que consiste com uma fase inicial de desnaturação a 95°C por 5 minutos,

seguidas de 35 ciclos, sendo cada ciclo com 1 minuto para desnaturação a 95°C; 45

segundos para anelamento a 52 - 59°C, dependendo do primer a ser utilizado, e 2

minutos para extensão a 72°C. A extensão final foi realizada a 72°C por cinco

minutos. Após finalizar esse processo, cada mix foi armazenado no freezer a -20°C

até serem submetidos à eletroforese.

Os produtos da reação foram separados em eletroforese horizontal em

gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etídio e TBE 1X. As corridas foram

realizadas em voltagem de 80 V por 3 horas e 30 minutos. As imagens foram

visualizadas em transilumador de luz ultravioleta e fotodocumentadas digitalmente e

os fragmentos amplificados foram comparados com o marcador molecular DNA

Ladder de 1 KB (Invitrogen, Brasil).

3.4. CARACTERIZAÇÃO MOLECULAR

As imagens foram analisadas e a partir da ausência ou presença de

bandas dos fragmentos amplificados foi construída uma matriz binária, onde os

dados na forma de 1 (presença da banda) e O (ausência da banda) foram analisados

nos programas GENES (Cruz, 2008) e PAST (Hammer et aI., 2001), sendo gerada

matriz de similaridade genética (sgij) baseada no coeficiente de Jaccard por meio da

expressão:

Sgij = _--=a=---_

a+b+c

onde:

a = número de casos em que ocorre a presença da banda em ambos os
indivíduos, simultaneamente;

b = número de casos em que ocorre a presença da banda somente no
indivíduo i;

c = número de casos em que ocorre a presença da banda somente no
indivíduo j;
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o dendrograma gerado para a análise de similaridade foi baseado no

método de agrupamento UPGMA por meio do programa PAST (Hammer et ai.,

2001) e o ponto de corte foi estabelecido de acordo com a média das similaridades

genéticas. A relação entre matriz de similaridade e o dendrograma foi estimado pelo

coeficiente de correlação cofenética (r), conforme Sokal & Rohlf (1962). Desta forma,

observou-se o polimorfismo e a similaridade genética entre as amostras de

bacurizeiro do SAG da Embrapa Amazônia Oriental.

A estrutura genética foi estipulada por meio da análise de variância

molecular - AMOVA (Excoffier et al.,1992). Foram utilizadas duas abordagens:

Primeiro, foi realizada a análise entre e dentro das dezesseis progênies.

Posteriormente, foram analisados os grupos de acordo com as origens das

progênies, baseando-se em seus locais de coleta, Salvaterra ou Soure, ambas na

Ilha do Marajó, estado do Pará.

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.1. DIVERSIDADE GENÉTICA

Foram amplificados 121 produtos com os 23 primers utilizados, sendo a

média de, aproximadamente, 5 bandas por primer. O primer USC834 apresentou

maior número de bandas, com 10 locos amplificados (Figura 1), enquanto os USC

842, USC 847 e USC 868 amplificaram 3 bandas cada. Entre os 121 produtos

amplificados, 57 foram polimórficos, correspondendo a 47% dos locos, com média

de 2,4 locos polimórficos por primer, demonstrando pouco polimorfismo entre

acessos. Os primers mais polimórficos foram o USC 834, USC 899 e USC 900, com

5 polimorfismos cada, com destaque para o primer USC 899 apresentou 100% das

bandas polimórficas. Por outro lado, USC810 e USC884 não apresentaram bandas

polimórficas.
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Figura 1. Amplificação do primer ISSR UBC834 com as bandas polimórficas em 78 indivíduos de
bacurizeiro pertencentes ao banco de germoplasma da Embrapa Amazônia Oriental. Oriental. As
numerações nas figuras indicam a ordem dos acessos de 1 a 78.

Souza et ai. (2013) encontrou em acessos de bacurizeiro da coleção de

germoplasma da Embrapa Meio-Norte 236 locos com 18 primers ISSR, sendo desse

total, 221 foram locos polimórficos, apresentando, assim, grande diversidade

genética entre estes acessos, tal como o primer UBC 810 que apresentou 21 locos

dos quais 20 apresentaram-se polimórficos. Um dos motivos para ser encontrado

esse resultado estar relacionado ao fato do autor ter submetido os produtos da

amplificação ao gel de agarose corado à 1,5% com Gel Red (Biotium) que foi

utilizado previamente neste presente trabalho. Ao comparar os resultados gerados

pela PCR com um primer em gel de agarose corado com Gel Red e com gel de

agarose corado com brometo de etídio, observou-se que as bandas que possuíam

tamanhos diferentes quando observadas em gel de agarose com Gel Red, na

verdade possuíam mesmo tamanho quando aplicados em gel de agarose corado

com brometo de etídio. Estes resultados indicam que o uso de determinados

reagentes podem influenciar os resultados. Podemos levar em consideração

também que os autores também utilizaram um número menor de amostras (72

genótipos de bacurizeiro) e um número maior de locais de coleta(10 áreas distintas

de coleta).

Em outros trabalhos também foram encontrados um número considerável

de locos amplificados com primers ISSR e altas taxas de polimorfismo, como em

amendoim da subespécie hypogeae e fastigiata (Santos et ai., 2013); em graviola da

espécie Anonas muricata L. (Lima et ai., 2009.); em umbu-cajazeira da espécie

Spondias sp., (Santana et ai., 2011) em biribazeiro da espécie Rollinia mucosa

[Jacq.] Baill (Lorenzoni et ai., 2014) e em Lippia alba Mill (Verbenaceae) (Manica-

Cattani et ai., 2009).
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Tabela 3 - Primers utilizados na genotipagem de 78 indivíduos de bacurizeiro pertencentes ao BAG
da Embrapa Amazônia Oriental e suas respectivas quantidades de locos, total de polimorfismo e taxa
de polimorfismo de cada.

Primer Total de locos
Total de locos
polimorficos

Taxa de
polimorfismo (%)

UBe 807

UBe 808

UBe 809

UBe 810

UBe 811

UBe 817

UBe825

UBe 826

UBe 827

UBe834

UBe840

UBe842

UBe 847

UBe 856

UBe 866

UBe 868

UBe 884

UBe 888

UBe 889

UBe 890

UBe 891

UBe 899

UBe 900

5
5
4
4
6
5
5
5
4
10

5
3
3
8
4
3
8
7
5
5
6
5
6

3
3
4

o
4
1
3

1
1
5
1
1
3
4
3
1
o
1
1
3
4
5
5

60

60

100

o
66,6

20

60

20

25

50

20

33,3

100

50

75

33,3

o
14,2

20

60

66,6

100

83,3

TOTAL 121 57

Em trabalhos com guaraná (Paullinia cupana varo sorbilis (Mart.) Oucke)

foi encontrado uma quantidade de polimorfismo próximo ao encontrado neste

trabalho, também utilizando marcadores ISSR (Sousa, et aI. 2012; Silva, et aI.,

2012). Nascimento Filho et aI. (2011) em seus resultados baseados em certas

características indica que a diversidade genética entre clones de guaraná não é

grande, sendo o mesmo material usado no trabalho de Sousa et aI. (2012).

No caso do bacurizeiro, há poucos trabalhos referentes à essas

diversidades baseados em caracteres fenotípicos. Almeida et aI. (2007) em seu

trabalho com bacurizeiro utilizando marcadores moleculares RAPO, encontrou

elevado nível de polimorfismo nos acessos estudados, bem como foi possível
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detectar alta taxa de similaridade entre os genótipos, que foram de regiões

diferentes.

4.2. ANÁLISE DE AGRUPAMENTO

Os valores de similaridade genética entre os acessos de bacurizeiros do

BAG da Embrapa Amazônia Oriental variaram entre 0,5 e 0,98, com média de 0,8 de

similaridade. Os acessos mais distantes foram o 215-PL01 e o 101-2, com 0,5 de

similaridade, e os acessos mais próximos foram 216-PL4 e 104-4, mostrando 0,98

de similaridade. Apesar da maior similaridade genética entre os acessos 216-PL4 e

104-4, estes pertencem a progênies diferentes. Além disso, estes acessos foram

coletados em locais diferentes, sendo o 216-PL4 coletado no município de

Salvaterra, enquanto o 104-4 foi coletado em Soure. Desta forma, observou-se que

há similaridade genética entre acessos de locais e progênies diferentes. Por outro

lado, os acessos citados acima como os menos similares foram igualmente

coletados em municípios distintos, bem como pertencem a progênies diferentes.

Observou-se alta similaridade genética entre os acessos 107-5 e 210-2

valor de 0,96, assim como entre os acessos 209-3 e 211-2 no valor de 0,97. Neste

ultimo caso ambos os acessos foram coletados no município de Salvaterra, porém

não pertencem a mesma progênie.

Com base nesses dados, observa-se que o ISSR não foi capaz de

separar materiais derivados de semente. Sousa et aI. (2012) encontraram um valor

similar a estes, com uma variação de 0,65 a 0,99 de coeficiente de similaridade.

Silva et aI. (2001) afirmam que a diversidade geográfica não está diretamente

relacionada com a diversidade genética, e que acessos que são da mesma região

geográfica podem ser divergentes, bem como acessos de regiões diferentes podem

possuir o mesmo genótipo.

No dendrograma de similaridade genética constituído a partir dos 57 locos

polimórficos pode se visualizar alta similaridade entre as amostras das progênies

(figura 2). Foi estipulado um corte no dendrograma baseado na média de

similaridade encontrada de acordo com o coeficiente de Jaccard (Sgx= 0,8). O ponto

de corte pode ser estabelecido visualmente pelo autor do trabalho e/ou de acordo

com o interesse do trabalho (Yamaki et a/.,2008 & Metz & Monard, 2007).
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Figura 2. Dendrograma de similaridade genética gerado método UPGMA com as 78 amostras de bacurizeiro

(Platonia Insignis Mart.) do banco de Germoplasma da Embrapa Amazônia Oriental. Ponto de corte sgx=O,8.
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A partir da análise do dendrograma com base no ponto de corte,

observou-se a formação de dezesseis grupos, sendo que onze indivíduos formaram

grupos isolados, representados pelos acessos 216-1, 101-2, 105-1, 103-4, 104-2,

215-pI01, 104-5, 107-2, 103-5,207-3,101-1 (Figura 2). O grupo 5 formou o maior

grupo com vários subgrupos. Os grupos 6 e 8 foram formados por três acessos e os

grupos 10 e 12 ficaram representados por dois acessos cada.

Dos onze acessos isolados, a maioria é do município de Soure, incluindo

as progênies 004, 007 e 001, onde cada uma ficou representada por dois acessos,

sendo eles os 104-5 e 104-2, 107-2 e 207-3 e 101-1 e 101-2, respectivamente.

Destes onze acessos, somente os 216-1 e o 215-p101 são de origem da região de

Salvaterra.

Os grupos 6 e 8 foram formados por três acessos cada. Todos os

acessos do grupo 6 foram coletados em Salvaterra, sendo que não pertencem as

mesmas progênies. O grupo 8 apresentou dois acessos de Salvaterra , pertencentes

à mesma progênie.

Os grupos 10 e 12 foram formados por dois acessos cada. O grupo 10

apresenta acessos oriundos de duas progênies diferentes, sendo a 006 proveniente

de Soure e a 012 proveniente de Salvaterra. O grupo 12 é formado por dois acessos

provenientes da progênie 005 do município de Soure.

No maior grupo identificado como grupo 5, dois acessos da mesma

progênie apresentaram-se próximos, são os acessos 212-4 e 212-1, com o valor de

similaridade de 0,95 e ao acessos 106-1 e 106-2, com o valor de similaridade de

0,93

Esta análise de agrupamento tem a finalidade de unir em grupos, de

acordo com o objetivo do trabalho, com a sua homogeneidade ou sua

heterogeneidade, ou, como no caso do presente trabalho, de acordo com os

indivíduos (Yamaki, et aI., 2008; Albuquerque, et aI., 2006; Liden, 2009). A

correlação cofenética foi de r=0,87, um valor alto e significativo apresentando boa

confiabilidade já que os valores r maiores ou iguais à 0,56 são considerados ideais

para os valores de similaridade genética (Bussad et aI., 1990; Vaz Patto et aI.,

2004). Valores similares foram encontrados também em Souza et aI. (2013) e
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Lorenzini et ai. (2014) que obtiveram r= 0,79 e à Santana et ai. (2011) que obtiveram

r=0,83.

4.3. ESTRUTURA GENÉTICA

Pela AMOVA, obteve-se coeficiente de diferenciação genética entre

progênies 0ST = 0,055, P<0,0001 onde segundo Solé-Cava (2001), os valores

superiores a 0,05 são considerados indicadores de alta estruturação populacional,

enquanto que valores abaixo de 0,05 indicam baixa estruturação populacional.

Nessa análise obteve-se 5% de variação total entre as progênies e 95% da

diversidade foi encontrada dentro de progênies de bacurizeiros (tabela 4)

Souza et ai. (2013) também encontraram alta diversidade genética dentro

de populações de bacurizeiro da Embrapa Meio-Norte (71,82%) em relação à

variabilidade entre populações (28,18%). Deve-se levar em consideração que neste

trabalho, os autores obtiveram uma abrangente área de coleta desses materiais.

Bertoni et ai (2010) também encontraram a maior parte da variabilidade nos seus

estudos em Mandevilla velutina, com 81,25% de variabilidade genética

intrapopulacional para 18,75% interpopulacional.

Tabela 4. Análise da variância molecular (AMOVA) considerando estruturação genética entre e dentro
de progênies e entre e dentro de locais de coleta dos 16 progênies de bacurizeiro genotipadas com
marcadores ISSR.

Fonte de variação GL Variância
Variação p
(%)

Entre progênies 15 0,2584 5A984 0,0001
Dentro de progênies 62 4A414 94,5016
Entre locais de coleta 1 0,1324 2J851
Dentro de locais de coleta 76 4,6203 97,2149

Ç?5ST
0,055

0,0279

Uma outra análise foi realizada agrupando indivíduos do mesmo local de

origem onde também foi encontrada uma variação maior dentro da mesma origem

do que entre origens. O coeficiente de diferenciação genética entre populações de

acordo com os locais de coleta foi de 0ST = 0,0279, P<0,0001. A variação entre

populações foi de 2,8% para o valor de 97,2% para dentro de locais de coleta e

obtiveram um grau de significância de 5%.
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Estas espécies perenes apresentam essa diversidade maior dentro do

que entre populações devido a uma possível influência das características biológicas

sobre elas, como o sistema reprodutivo e a história das espécies que alteram o nível

da diversidade genética e a variabilidade entre e dentro das populações (Hamrick et

aI., 1991; Loveless& Hamrick, 1984).

Almeida et aI. (2007) após suas análises com marcadores RAPO,

conciuiram que a maior parte da variabilidade genética encontra-se dentro de

populações de bacurizeiro, independente da distância geográfica existente.
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5. CONCLUSÃO

Os acessos de bacurizeiro do BAG da Embrapa Amazônia Oriental

apresentam alta similaridade genética detectada por marcadores moleculares ISSR.
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