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RESUMO

O bacurizeiro (Platonia insignis Mart.), planta nativa da AmazOnia brasileira, estd distribuida
no estado do Maranhdo nas regides da Amazonia Maranhense, Baixada Maranhense e nos
Cerrados do extremo sul e Baixo Parnaiba e ocorre em areas de intensa atividade agricola, onde
desmatamentos e queimadas sdo comuns levando a uma rdpida redu¢do no nimero de
individuos e diminui¢do da variabilidade genética. Estudos de natureza genético-molecular sdo
escassos para a espécie, dificultando o reconhecimento da perda genética real. Logo o objetivo
deste trabalho foi caracterizar geneticamente populagdes de bacurizeiros (P. insignis Mart.)
existentes nos municipios de Chapadinha, Morros, Axix4, Santa Rita e Urbano Santos,
pertencentes a Bacia Hidrografica do Munim no estado do Maranhao, por meio dos marcadores
moleculares ISSR. Foram realizados levantamentos da ocorréncia de populacdes naturais e
coleta de amostras nos municipios de Chapadinha, Urbano Santos, Morros, Axix4 e Santa Rita.
As amostras foram encaminhadas ao Laboratorio de Genética e Biologia Molecular Warwick
Estevan Kerr (LabWick) para processamento das etapas de extracdo e amplificacdo do DNA.
O DNA foi extraido segundo o protocolo CTAB e as reacdes em cadeia da polimerase (PCR)
foram realizadas com os primers ISSR UBC 808, 809, 810, 811, 825 e 840. Todos os primers
utilizados amplificaram, o ISSR UBC 808 foi o que apresentou a menor quantidade de locus, n
= 3, mas com 100% de polimorfismo. Os primers ISSR UBC 811 e 825 amplificaram a maior
quantidade de locus, n = 7. A Andlise de Varidncia Molecular (AMOVA) evidenciou baixa
diversidade entre populacdes e alta dentro de populacdes, 11,41 % e 88,58 %, respectivamente.
O indice de diversidade Fst foi de 0,17192, indicando moderada diferenciacdo genética entre
populagdes. O indice de diversidade genética de Nei (He) foi de 0,435 (populacdo de Morros)
a 0,348 (populacdo de Urbano Santos), mostrando indices médios altos de heterosigozidade.
Porém observou-se processo de gargalo genético para os locus dos primers ISSR UBC 809 e
810, nas amostras de Urbano Santos e para os locus do primer ISSR UBC 810 no modelo de
mutagdo por etapas (S.M.M.) para as amostras de Morros, indicando possivel perda de alelos e
decréscimo populacional no curto prazo. A andlise de Coordenadas Principais (PCoA) revelou
interacdo entre todas as amostras estudadas, indicando possivel troca de genes entre os
individuos da Bacia Hidrogrifica do Munim e os agrupamentos formados no dendograma
também mostram isso, contudo evidencia baixa correlagdo pelo indice utilizado no trabalho, r
= 0,6753. Os resultados no geral apontam para medidas de conservagdo in situ desta espécie
principalmente nas localidades onde observou-se processo de gargalo.

Palavras-chave: AMOVA; gargalo; agrupamentos.



ABSTRACT

The bakuri tree (Platonia insignis Mart.), a plant native to the Brazilian Amazon, is distributed
in the state of Maranhao in the regions of Amazonia Maranhense, Baixada Maranhense and in
the Cerrados of the extreme south and Baixo Parnaiba and occurs in areas of intense agricultural
activity, where deforestation and fires are common, leading to a rapid reduction in the number
of individuals and a decrease in genetic variability. Studies of a genetic-molecular nature are
scarce for the species, making it difficult to recognize the real genetic loss. Soon the objective
of this work was to genetically characterize populations of bacurizeiros (P. insignis Mart.)
Existing in the municipalities of Chapadinha, Morros, Axix4, Santa Rita and Urbano Santos,
belonging to the Munim Hydrographic Basin in the state of Maranhao, by means of molecular
markers ISSR. Surveys were carried out on the occurrence of natural populations and sample
collection in the municipalities of Chapadinha, Urbano Santos, Morros, Axixd and Santa Rita.
The samples were sent to the Warwick Estevan Kerr Genetics and Molecular Biology
Laboratory (LabWick) for processing the DNA extraction and amplification steps. The DNA
was extracted according to the CTAB protocol and the polymerase chain reactions (PCR) were
performed with the ISSR UBC 808, 809, 810, 811, 825 and 840 primers. All the primers used
amplified, the ISSR UBC 808 was what presented the smallest amount of locus, n = 3, but with
100% polymorphism. The ISSR UBC 811 and 825 primers amplified the largest number of loci,
n = 7. The Molecular Analysis of Variance (AMOVA) showed low diversity between
populations and high within populations, 11.41% and 88.58%, respectively. The Fst diversity
index was 0.17192, indicating moderate genetic differentiation between populations. The
genetic diversity index of Nei (He) was 0.435 (Morros population) to 0.348 (Urbano Santos
population), showing high average rates of heterosigozity. However, a genetic bottleneck
process was observed for the ISSR UBC 809 and 810 primer loci in the Urbano Santos samples
and for the ISSR UBC 810 primer locus in the step mutation model (SMM) for the Morros
samples, indicating possible loss of alleles and population decrease in the short term. The
analysis of Principal Coordinates (PCoA) revealed interaction between all studied samples,
indicating a possible exchange of genes between individuals in the Munim Basin and the
clusters formed in the dendogram also show this, however it shows low correlation by the index
used in the work, r = 0.6753. The results in general point to measures of conservation in situ of
this species mainly in the localities where bottleneck process was observed.

Keywords: AMOVA; neck; groupings.
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1. INTRODUCAO

N A

O bacuri - “ba”- cair e “curi”’- logo — “coletado no chdo” (Platonia insignis Mart.),
divisdo Magnoliophyta, Classe Magnoliopsida, Ordem Malpighiales e Familia Clusiaceae é
considerada a tinica espécie do género Platonia (CAVALCANTE, 1996). E uma espécie nativa
da Amazodnia brasileira e possui centro de origem no estado do Pard, onde estdo estabelecidas
densas e diversificadas populacdes naturais. E também encontrado, espontaneamente, nos
outros estados da Amazonia brasileira, no Piaui e Maranhao (CARVALHO, 2007). No estado
do Maranhdo, a espécie estd distribuida nas regides da Amazonia Maranhense, Baixada
Maranhense e nos Cerrados do extremo sul e Baixo Parnaiba (NASCIMENTO et al., 2007).

Ocorre em matas de terra firme e de vegetacdo aberta de transi¢cdo, em dreas
descampadas ou de vegetacdo baixa, sendo rara sua ocorréncia em florestas primérias densas
(CAVALCANTE, 1996). Desenvolve-se em regides de clima imido e semi-imido e, também
em regides de cerrado e cerraddo. Passou da utilizacdo apenas do fruto para uma arvore de
interesse madeireiro. O bacuri € uma das frutas mais populares da regiao amazonica. Contém
polpa agridoce rica em potassio, fésforo e célcio, que é consumida diretamente ou utilizada na
producdo de doces, sorvetes, sucos, geleias, licores e outras iguarias (HOMMA et al., 2010;
ALVAREZ e POTIGUARA, 2013).

Existem poucos estudos moleculares e genéticos do Bacuri. A maioria dos estudos se
referem a repetibilidade e relagdes fenotipicas (SILVA et al., 2009), bancos de germoplasma
(GUIMARAES, et al., 1992), composicdo e caracteristicas do fruto (CARVALHO, 2003;
CAVALCANTE etal., 2019; SANTOS et al., 2019), métodos de propagacdo (CARVALHO &
NASCIMENTO, 2018), e aspectos ecoldogicos (SOUSA et al., 2000), entre outros trabalhos.
Entre os estudos moleculares, destacam-se os trabalhos com marcadores ISSR de Souza et al.
(2013), e Pontes et al. (2017), no Nordeste e Norte do Brasil, respectivamente.

O ISSR, “Inter Simple Sequence Repeat Amplification”, se destaca devido ao elevado
grau de polimorfismo, reprodutibilidade e baixo custo (SALIMATH et al. 1995). O marcador
molecular ISSR tem se mostrado uma poderosa ferramenta para andlise da diversidade genética,
bem como para a caracterizacio de diversas espécies. Por se tratar de um marcador multiloco
que nao requer conhecimento prévio do DNA a ser avaliado, o ISSR é uma técnica de baixo
custo, de facil uso e de grande reprodutibilidade.

No Maranhdo, o bacurizeiro ocorre em dreas de intensa atividade agricola, onde
desmatamentos e queimadas sdo comuns e, como consequéncia, uma rapida redu¢@o no nimero

de plantas existentes tem ocorrido e, por conseguinte, a diminui¢do da variabilidade genética
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(CARVALHO, et al., 2009). O surgimento de variedades adaptadas as condi¢des de clima e
solos do cerrado e os incentivos fiscais direcionados aos produtos de exportagdo, comodities,
como a soja e a cana, potencializam o processo migratorio de ocupacao das dreas, com agressao
ao meio ambiente e as comunidades tradicionais.

Tal perturbacdo pode acarretar uma fragmentacdo das populagdes levando-as a uma
limitagdo evolutiva. Estudos que comparam a estrutura genética populacional de espécies
vegetais e graus de perturbacdo da paisagem sao fundamentais para reconhecimento da perda
genética real, fornecendo diretrizes para o uso racional dos recursos naturais e para que
estratégias de conservacio sejam propostas, garantindo a sobrevivéncia das espécies.

Logo o objetivo deste trabalho foi caracterizar geneticamente populacdes de
bacurizeiros (P. insignis Mart.) existentes nos municipios de Chapadinha, Morros, Axix4, Santa
Rita e Urbano Santos, pertencentes a Bacia Hidrografica do Munim no estado do Maranhao,

por meio dos marcadores moleculares ISSR.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Taxonomia

O bacurizeiro pertence a familia Clusiaceae, subfamilia Clusioideae e ao género
Platonia, que € monotipo, Unica espécie pertencente ao género. A familia botanica Clusiaceae
engloba aproximadamente 1000 espécies subordinadas a 47 géneros, dispersos em regides
tropicais e subtropicais do mundo (BARROSO et al., 2002), e um género que alcanga as regides
temperadas. Em nove desses gé€neros, cerca de 90 espécies sdo de plantas cujos frutos sdao
comestiveis (YAACOB & TINDALL, 1995).

No Brasil, essa familia estd representada por cerca de 20 géneros e 183 espécies,
distribuidas nas diferentes regides do Pais (BARROSO, 2002). Na Amazonia, a familia é
representada por aproximados 17 géneros e nimero de espécies superior a 50. Entre as espécies
frutiferas nativas da Amazonia Brasileira, sdo encontrados cinco representantes dessa familia,
sendo a mais importante, do ponto de vista econdmico, o bacurizeiro (Platonia insignis Mart.).
As outras pertencem ao género Garcinia e sao conhecidas como bacuri-mirim (G. gardneriana
Miers. ex. Pl. et.Tr.), bacuripari liso (G. brasiliensis Mart.), bacurizinho (G. acuminata) e
bacuripari (G. macrophylla Mart.), todas de porte e frutos bem menores, e de qualidade inferior,
que o bacurizeiro (Platonia insignis Mart.).

O bacurizeiro foi primeiramente descrito pelo botanico brasileiro Manuel Arruda da
Camara, em 1816, que o enquadrou no tidxon genérico Moronobea ¢ o denominou de
Moronobea esculenta Arruda da Camara. Em 1832, o botanico alemado Karl Friedrich Phillip
von Martius, reconhecendo a impropriedade da inclusdo do bacurizeiro no género Moronobea,

criou o género Platonia e o denominou de Platonia insignis Mart.

2.2. Distribuicao Geografica

Alguns autores colocam o centro de origem da espécie como o estado do Pard, mas
trabalhos como o de Almeida (2004), sugerem o estado do Maranhdo como seu centro de
origem, vide a grande variabilidade genética e morfoldgica da espécie. Mas a maioria sugere
que do estado do Pard, o bacurizeiro se dispersou em direcao ao Nordeste do Brasil, estando
muito presente na Amazdonia Maranhense, mas também nos cerrados e os chapaddes dos estados
do Maranh@o e do Piaui, onde forma povoamentos densos em éreas de vegetacdo secunddria.
Na direcdo sul, a dispersao atingiu os estados do Tocantins e do Mato Grosso, chegando a

romper as fronteiras do Brasil ao atingir o Paraguai (CAVALCANTE, 1996). Na distribui¢do
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geogrifica do bacurizeiro, proposta por Cavalcante (1996), alguns pontos merecem
consideracdo especial, como a presenca da espécie no Paraguai e a ndo consideragdo de dreas
em locais em que ndo é encontrado em estado nativo.

A dispersdao natural, na Amazodnia brasileira, atingiu os estados do Acre, Amap4,
Amazonas, Roraima e Tocantins. Nos quatro primeiros estados, a ocorréncia € sempre em dreas
de floresta priméria e com reduzido ndmero de individuos por hectare, enquanto no estado do
Tocantins € encontrado tanto em areas de floresta primédria como de floresta secundéria.
Conquanto nao haja registros de ocorréncia da espécie em Rondonia, € provavel que a dispersao
também tenha atingido esse estado, pois ndo existem barreiras fisicas, climéticas e edaficas que
impossibilitem a presenca da espécie na localidade. Além disso, Rondonia limita-se ao norte
com o estado do Amazonas, ao leste com o Mato Grosso e ao oeste € ao sul com a Bolivia,
locais em que a espécie j4 foi assinalada em estado espontaneo (CAVALCANTE, 1996).

Na dire¢do da Regido Nordeste do Brasil, a dispers@o alcangou os estados do Maranhdo
e do Piaui. No primeiro estado, ocorre em &reas limitrofes com o Tocantins e o Parg,
acompanhando, respectivamente, os cursos dos rios Tocantins e Gurupi. E abundante no
municipio de Carutapera, onde, em algumas areas, € possivel encontrar nimero superior a 200
individuos adultos por hectare (CAVALCANTE, 1996).

Também € encontrado em Sao Luis do Maranhdo e na regido mais ao leste do estado,
sobretudo nos municipios Mirador, Matdes, Timon, Caxias, Aldeias Altas e Coelho Neto, entre
outros (SOUZA, 2011). Ainda no estado do Maranhdo Loch e Muniz (2016), citam a espécie
Platonia insignis junto com Parkia platycephala e Curatella americana como elementos tipicos

da paisagem do cerrado, devido sua adaptabilidade a este ecossistema.

2.3. Caracteristicas da planta, flor e fruto

As arvores de bacurizeiro sdo de grande porte cuja altura pode variar de 15 a 25 m, e
em alguns individuos ultrapassar os 30 m, com 1,5 m de didmetro (CARVALHO &
NASCIMENTO, 2018). E perenifdlia, helidfila e seletiva higroéfila, caracteristicas apresentadas
de plantas de vegetacdo aberta de transi¢do em dreas descampadas. A planta possui tronco reto,
casca espessa que quando cortada exsuda um latex amarelo e resinoso. A copa tem formato
variado, mas a forma mais comum é a de um cone invertida (CARVALHO & NASCIMENTO,
2018).

Os ramos crescem orientados numa posi¢do entre 50° e 60° em relacdo ao tronco

(CAVALCANTE, 1996). Possui folhas simples e opostas, pecioladas, de textura
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subcoridcea a coridcea, de formato obovada, ovada, eliptica ou eliptico obovada, lamina foliar
simétrica, medindo de 15 a 20 cm de comprimento € 6 a 9 cm de largura, glabras e verde-
brilhosas na face superior (Figura 1). Alvarez e Potiguara (2013), verificaram caracteres
anatdmicos xeromorficos nas folhas de P. insignis como: folhas bastante espessadas, camada
de cera epicuticular compacta, presenca de hipoderme, estdmatos pequenos € em grande
quantidade presentes nas duas superficies, presenca de cristais e tecido esclerenquimdtico
desenvolvido.

As flores sdao hermafroditas e andréginas, actinomorfas, grandes com 7 cm de
comprimento e 3 cm de didmetro, e terminais, apresentando 5 sépalas e de 4 a 6 pétalas de
coloracdo branco-roséo a amarelo, cobrindo toda a copa, com um belo efeito ornamental
(CLEMENT & VENTURIERI, 1990). A espécie apresenta alogamia acentuada e
autoincompatibilidade esporofitica (caracteristica dominante), quando as flores sdo
autopolinizadas ndo hd crescimento do tubo polinico (SOUZA, 2018).

As flores abrem-se durante o dia e assim atraem grande variedade de visitantes que
procuram néctar e polen, produzidos em abundancia. A polinizagdo € ornitéfila (Figura 1), pois
os graos de podlen se localizam em um aglomerado viscoso que impossibilita a sua dispersdao
pelo vento (SOUZA, 2018). No estado do Maranhdo, 22 espécies de aves foram registradas
visitando as flores do bacurizeiro, e destas, 74% foram de traupideos, 12% de psitacideos e as
espécies mais abundantes foram: Traupis palmarum (38%), Nemosia pileata (20%),
Diopsittaca nobilis (9%) e Coereba flaveola (8%) (AZAMBUIJA, 2008).

O gineceu € pluricarpelar e o fruto do bacurizeiro origina-se de um ovério
plurilocular (BATISTA, 2006). E uma baga volumosa de formato ovéide a
arredondado ou subglobosa, de tamanho varidvel, com didmetro variando de 7 a 12
cm e peso médio entre 350 e 400 g, porém podendo alcancar até 1.000 g

(MORAES et al., 1994) (Figura 2).
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Figura 1. Bacurizeiro. (A) Arvore jovem; (B) Folha; (C) Flor, e (F) detalhe do fruto. Visitantes
florais do  bacurizeiro: (D) espécie de traupideo, e (E) espécie de

psitacideo.

Fonte: SOUZA, I. G. B. (2011).

Na regido Meio-Norte tém sido encontradas plantas cujo peso médio dos
frutos atingem at¢é 700 g (SOUZA et al, 2005). Apresenta casca
com 1 a 2 cm de espessura, de coloracdo variando do verde ao amarelo-citrino, lisa
e lustrosa, rigido-coridcea, quebradica, carnosa e resinosa.
De acordo com Teixeira et al. (2005), o bacuri é um fruto ndo-climatérico, ou
seja, s6 amadurece enquanto estiver ligado a planta. Apds a colheita, os frutos ndo
melhoram  suas caracteristicas sensoriais €  nutricionais, embora um leve
amolecimento e perda da coloragdo verde possam ocorrer.

A maioria dos frutos possui duas a trés formagdes partenocarpicas de polpa
mais espessa, com uma mindscula semente central, popularmente denominada de
“filhos”, na Amazonia, e “linguas”, na regido Meio-Norte (Figura 2). A polpa é macia,
fibromucilaginosa, de coloracio branca a branco-amarelada, fortemente aderida a

semente.
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Figura 2. Fruto de bacuri evidenciando as sementes envoltas pela polpa e frutos colhidos

variando em tamanho e coloracao.

R — i

Fonte: FERREIRA, S. (2008)

As sementes do bacuri s@o grandes e superpostas de formato oblongo-anguloso ou
elipséide. Sao oleaginosas, ligeiramente concavas na parte correspondente a linha da rafe e
convexa no lado oposto (SOUZA, 2018). De acordo com Vilhachica et al., (1996), o dleo
extraido das sementes possui alta porcentagem de dcido palmitico e oléico. E uma planta de alta
versatilidade fenotipica, desenvolvendo-se bem em regides de clima imido e subimido, e
também, em regides de Cerrado e Cerradao. Tem se mostrado indiferente ao tipo de solo,
apresentando bom desenvolvimento em solos pobres e d4cidos com textura que varia de arenosa
até argilosa, desde que sejam permedveis e profundos (CARVALHO & NASCIMENTO,
2018).

O bacurizeiro tem sido citado como espécie promissora, pelas amplas possibilidades
que apresenta como espécie de uso multiplo. De acordo com o censo agricola de 2017 (IBGE,
2018), o estado do Maranhao € o segundo no Brasil que mais contribui para a producio de
frutos de P. insgnis. Devido ao sabor e aroma peculiares, o fruto de bacuri € bastante utilizado
na elaboracdo de sucos, sorvetes, cremes, doces, compotas, sendo também consumido in natura
pelas populacdes da Amazonia e de parte do Nordeste do Brasil, particularmente nos estados
do Maranhao e Piaui, onde a espécie tem ocorréncia natural (CARVALHO & NASCIMENTO,
2018).

Como fruta in natura, € comercializada, principalmente, nas Centrais de

Abastecimento de Belém (PA), Sdo Luis (MA) e Teresina (PI), apresentando producio



21

insuficiente para atender a demanda do mercado consumidor destas capitais. No médio ou longo
prazo essa espécie pode se estabelecer como uma excelente alternativa para os mercados interno
e externo de frutas (SOUZA et al., 2000).

O fruto de bacuri tem grande importancia para as populacdes rurais onde a espécie
ocorre, pois o utilizam para alimentagdo, propiciando o suprimento de nutrientes de maneira
saborosa e como fonte de renda, pois a comercializacdo deste produto € garantida (SHANLEY
& MEDINA, 2005).

De acordo com o trabalho de Santos et al.,, (2019), estudando caracteristicas
biométricas e quimicas de frutos de P. insignis, oriundas de selecdes nativas do estado do
Maranhao, encontraram massa dos frutos variando de 266,48 + 23,20 a 379,18 + 18,68 g, com
rendimento de polpa de médias de 19,98 + 0,76, 18,33 + 1,65, 18,05 £ 0,81 ¢ 17,07 = 1,43%,
para as selecoes ‘Marcos’, ‘Mamao’, ‘Prata’ e ‘Domingdo’, respectivamente, o que ainda indica
baixo rendimento de polpa. O mesmo trabalho ainda encontrou teor de sélidos soliveis totais
variando de 16,30 £ 0,58 € 19,47 + 0,06 °Brix e acidez de 0,48 + 0,01 a 1,33 + 0,03% de acido
citrico. Rufino et al. (2010), avaliando frutos provenientes de Coelho Neto (Maranhdo) quanto
a quantidade de vitamina C em 100 g de polpa fresca, encontraram o valor de 2,4 mg da
vitamina. Becker et al. (2018), analisando varias frutas de origem Amazonica, encontrou 13,58,
7,03, 7,01, 0,16, 0,20, 0,02, 0,64 mg.g™!, dos minerais sédio, calcio, magnésio, cobre, ferro,
manganés e zinco, respectivamente para frutos de P. insignis. O trabalho ainda destacou para a
atividade antioxidante dos frutos de P. insignis.

O bacurizeiro também se caracteriza como espécie madeireira, produzindo madeira de
lei compacta e resistente, de alta qualidade (0,80-0,85 g/cm® de densidade) e de boas
propriedades fisico-mecanicas. Apresenta cerne de colorag@o bege-rosado e alburno bege-claro.
A madeira € excelente para uso em obras hidrdulicas, na construcao naval, construgio civil e,
também, na fabricacdo de alguns tipos de moveis domésticos ou industriais. Segundo
Vasconcellos et al. (2001) a madeira possui alta resisténcia ao ataque de fungos saprofitas e
moderada resisténcia ao ataque de cupins, além de possuir a caracteristica de pouca

permeabilidade a solucdes preservantes hidrossoliveis.

2.4. Variabilidade Genética e marcadores moleculares

Até o inicio da década de 80, a espécie P. insignis era apresentada com riscos minimos

de erosao genética, ja que tem a caracteristica de emitir abundantes brota¢des de raizes, mesmo
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apos a derrubada da planta mde (CARVALHO & NASCIMENTO, 2018). Entretanto, ja no
final da década de 80 e inicio da década de 90, a utilizacdo do bacurizeiro com finalidade
madeireira comecou a colocar em risco seu patrimonio genético. Além disso, a atividade da
pecudria tem impedido a regeneragdo natural das plantas, tanto pelo pisoteio quanto pelo pastejo
do gado das brotacdes oriundas de raizes. Sabe-se também que as brotagdes sdo clones da planta
mae, logo ndo ha formacao de frutos. Outras caracteristicas como longo tempo para germinagao
e elevada juvenilidade também podem prejudicar a espécie assim sua exploragdo comercial
(CARVALHO & NASCIMENTO, 2018).

A expansdo da drea urbana de cidades situadas nas regides litoraneas dos estados do
Maranhdo e Pard também contribui para o comprometimento da variabilidade genética do
bacurizeiro. Por isso, é necessdrio que se intensifiquem os trabalhos de pesquisa concernentes
a coleta, conservacdo ex situ, avaliacdo e caracterizacdo de germoplasma, métodos de
propagacdo, sistemas reprodutivos e técnicas de cultivo para resguardar o seu patrimdnio
genético e para subsidiar programas de melhoramento que levem a sua completa domesticago.

O bacurizeiro, como uma espécie aldgama necessita do movimento de genes, via pdlen
e/ou sementes, para assim manter uma boa estrutura genética de suas populagdes. Portanto, para
que os fragmentos de vegetacdes naturais ndo sejam comprometidos, em espécies alogamas, é
necessdrio que haja troca de genes entre tais fragmentos. Se isto ndo ocorrer, as populagdes
podem entrar em depressdo por endogamia, o que resultard na perda de vigor das geragdes
seguintes, comprometendo a existéncia da espécie naquela localidade. Isto foi demonstrado no
trabalho de Santos et al., (2017), onde constataram, mesmo em moderada diversidade genética
do bacuri na Reserva Extrativista da Chapada Limpa, que a espécie sofreu consequéncias diretas
dos intensos eventos de incéndios florestais e/ou da reducdo da vegetacdo primadria.

A caracterizacdo dos recursos genéticos de plantas cultivadas tem sido tipicamente
baseada em observagdes de longo prazo de atributos agrondmicos e morfolégicos, mas rapida
e técnicas moleculares poderosas estdo agora amplamente disponiveis. O uso de marcadores de
DNA na triagem de germoplasma, por exemplo, tornou-se universal, pois permite a
discriminacdo de plantas morfologicamente indistinguiveis (TANTASAWAT et al., 2010),
além de auxiliar em trabalhos de propagacdes in vitro e no melhoramento genético (THAKUR
etal., 2016).

Dentre os marcadores moleculares, os ISSR sdo largamente utilizados na estimac¢ado da
diversidade e estruturacdo de populacdes intraespecificas, assim como na caracterizagdo e
avaliacdo de bancos de germoplasma (CHRISTOPOULOS et al., 2010; DJE et al., 2010). Os

ISSR sdo associados ao uso de sequencias microssatélites (sequencias simples repetidas — SSR,
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organizadas em sequéncia, com 2 a 4 bases) (GUPTA etal., 1994), distribuidas abundantemente
no genoma de organismos eucariotos (LIU & WENDEL, 2001). A técnica consiste na
amplificacao de determinado trecho do genoma via reacao em cadeia da polimerase (PCR), que
abrange dois microssatélites idénticos, adjacentes e orientados de forma inversa.

O ISSR consiste em uma técnica rapida e de facil manuseio, que supera limitacdes de
muitos outros marcadores moleculares, pois combina as vantagens do SSR do polimorfismo de
comprimento de fragmento amplificado (AFLP), com a universalidade do RAPD. A longa
sequéncia e as temperaturas de anelamento elevadas dos primers ISSR nao s6 especifica o alvo
a ser amplificado, como também melhora a confiabilidade e reprodutibilidade (BORNET &
BRANCHARD, 2001).

O marcador ISSR permite avaliar a estrutura genética de populacdes e averiguar se
algum processo de perda de variabilidade estd ocorrendo, como ja foi demostrado nos trabalhos

de Santos et al. (2017), Pontes et al. (2017) e Souza et al. (2013).
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3. METODOLOGIA

3.1. Area de trabalho e coletas

Foram realizados levantamentos da ocorréncia de populacdes naturais de bacuri nos
municipios de Chapadinha, na Resex da Chapada Limpa (3° 56' 25" Sul, 43° 30' 53" Oeste),
Urbano Santos (3° 12' 30" Sul, 43° 24" 16" Oeste), Morros (9° 27' 1" Sul, 46° 17" 53" Oeste),
Axixd (2° 50" 42" Sul, 44° 3' 39" Oeste) e Santa Rita (3° 8' 49" Sul, 44° 19' 11" Oeste),
pertencentes a Bacia Hidrografica do Munim. Atrelado as coletas de material biolégico, as dreas
de ocorréncia da espécie foram georreferenciadas por GPS Garmim Etrex. Na imagem abaixo

estd demostrada a Bacia Hidrografica do Munim com todos os seus municipios.

Figura 3. Mapa com localizacdo da Bacia Hidrografica do Munim, com destaque para os

municipios estudados no presente trabalho.
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Fonte: CODEVASF/2012 e ANA/2016; Elaboragao: AE/GPE/USG (2019); Modificado: MESQUITA (2020).

A Bacia Hidrografica do rio Munim localiza-se na por¢do extremo-leste do Maranhdo
com darea de 15.918,04 km?, equivalente a 4,79% do estado. O rio Munim, curso principal da
bacia, desdgua na baia de Sao José, entre os municipios de Axixd e Icatu. Possui 331,74 km de

extensdo, suas nascentes estao situadas nos Tabuleiros da Formac¢ao Barreiras, a Nordeste do
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municipio de Caxias, tendo como principais afluentes a margem esquerda os rios Iguari,
Paulica, riacho Mocambo, Raiz, da Cruz e Sdo Gongalo pela margem direita, os rios Preto,
riacho Pirangi, Una e da Mata.

De cada localidade foram coletadas amostras de tecido foliar de 15 individuos de P.
insignis, com exce¢do de Axixd onde foram coletados apenas 11, totalizando 71 amostras. Foi
tomada uma distancia minima de 15 m entre plantas para evitar a coleta de clones. As amostras
foram encaminhadas ao Laboratério de Genética e Biologia Molecular Warwick Estevan Kerr

(LabWick) para processamento das etapas de extracdo e amplificacdo do DNA.

3.2. Extracio de DNA, e amplificacao dos locus ISSR.

A extragdo do DNA genomico foi realizada com base no protocolo CTAB de Doyle e
Doyle (1987), processada da seguinte forma: a) adicionou-se no tubo, ja contendo o tecido foliar
(1 g) 700 ul de tampao de extracdo CTAB 2%, em seguida encubou-se no banho-maria a uma
temperatura de 65°C por um minimo de 30 minutos; b) logo apds, adicionou-se 600ul de CIA
(cloroférmio-dlcool isoamilico 24:1); c) posteriormente realizou-se a primeira centrifugacio a
uma velocidade méxima (14000 rpm) durante 5 minutos, para que a fase aquosa e organica
fossem separadas; d) a fase aquosa foi transferida para um novo tubo e adicionado 50 pl de
CTAB 10%, e depois, mais 600 ul de CIA (cloroférmio-édlcool isoamilico 24:1); ) prosseguiu-
se entdo a segunda centrifugacdo a uma velocidade méxima de 12000 rpm durante 5 minutos;
f) novamente com a fase aquosa na parte superior, transferiu-se cuidadosamente para um novo
tubo adicionando 500 ul de dlcool isopropanol e colocados no freezer -20°C por duas horas; g)
logo ap6s foi realizada a centrifugaciao dos tubos a 7500 rpm durante 5 minutos para formar o
pellet; h) depois descartou-se o dlcool e o pellet foi lavado com dlcool trés vezes, e em cada
intervalo, realizou- se a centrifugacdo e depois o descarte do dlcool, o deixando secar sob o
papel toalha; i) em seguida foi colocado na estufa para evaporar todo dlcool; j) por dltimo
ressuspendeu-se o pellet com 50 ul de TE e levados ao freezer para conservagdo do material.

Ap0s a extragdo de DNA e corrida em eletroforese, o material genético foi quantificado
e determinado sua pureza no aparelho BioDrop antes de ser submetido a técnica de PCR
(Reac@o em Cadeia da Polimerase) para a amplificagdo da regido especifica a ser investigada.

Foram selecionados 6 primers do marcador ISSR, como mostra a tabela 1.



26

Tabela 1. Primers ISSR utilizados, temperatura de anelamento e sequéncia de bases.

Temperatura de

Primers Anelamento °C Sequéncia 5°-3°
UBC 808 48 (AG)8C
UBC 809 48 (AG)8G
UBC 810 48 (GA)8T
UBC 811 48 (GA)8C
UBC 825 48 (AO)7A
UBC 840 48 (GA)SYT

As reagdes de PCR foram realizadas em volume final de 13 pL, de acordo com o
protocolo de Viana et al., (2019), contendo os seguintes componentes: tampao de PCR 1,3 pL
(1X); 1,5 pLL de dNTPs a 10mM; 1,0 uL de cloreto de magnésio a 25 mM; 1,0 uL do primer;
0,12 uL de Tag DNA polimerase a 5 U; 10 ng de DNA; e completados com 6,08 puL de dgua
MiliQ. As amplificacdes foram realizadas em termociclador Veriti™ 96-Well Fast Thermal
Cycler (Applied Biosystems), programada da seguinte forma: 95°C por 10 minutos, 35 ciclos
[1 minuto a 95°C; 1 minuto a 48°C e 2 minutos a 72°C] e a extensao a 72°C por sete minutos.
Os produtos das amplifica¢des foram separados por eletroforese horizontal em gel de agarose
a 1,5% por 1 hora e 30 minutos corados com Diamond Nucleic Acid Dye da Promega. Em

seguida, foram visualizados em transiluminador UV e fotodocumentados.

3.3. Analises estatisticas

Os produtos amplificados foram designados como um tnico caractere, onde sua
presenca foi representada por “1” e auséncia por “0”. Os marcadores ISSR foram convertidos
em uma matriz binominal (0/1). A relacdo genética entre os gendtipos foi estimada pelo
coeficiente de Jaccard, que resultou em uma matriz de similaridade. A concordancia entre a
matriz de similaridade e o dendrograma foi estimada pelo coeficiente de correlacao cofenético
(r), segundo Sokal e Rohlf (1962). O dendrograma foi encontrado através do Método do Grupo
de Pareamento ndo Ponderado usando médias aritméticas (UPGMA) para ilustrar a relacao
entre as duas populagdes coletadas. Foi realizada também a andlise de coordenadas principais
(PCoA) para mostrar a relagdo entre as amostras. Estas andlises foram processadas no software
PAST, versao 1.34 (HAMMER et al., 2001).

A estrutura genética da populagdo (heterozigosidade - He), bem como os valores de
diferenciacdo genética de uma unica populacdo ou entre populacdes (indice de fixacdo-Fst)

foram analisados no software Arlequin 3.11 (EXCOFFIER et al., 2005). O teste de gargalo
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genético foi executado no software Bottleneck 1.2 (CORNUET e LUIKART, 1997), para
verificar se houve reducdo recente ou efetiva das populagdes através dos modelos de alelos
infinitos (I.A.M.) e modelo de mutacdo por etapas (S.M.M.). O indice de Shannon, analisado
por meio do programa Fingerprint Analysis with Missing Data 1.31 (FAMD), foi calculado
para medir a diversidade da espécie na area. A andlise de varidncia molecular (AMOVA)
também foi usada para mostrar a distribuicdo da diversidade genética dentro e entre as
populacdes, sendo criados dois niveis hierdrquicos, diversidade entre cada uma das cinco
populacdes e diversidade dentro das populacdes. A AMOVA foi realizada de acordo com

Excoffier et al. (1992), com o auxilio do software Arlequim.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.2. Analise da diversidade genética

Dos seis primers de ISSR previamente selecionados e testados todos foram
amplificados. Como mostra a tabela abaixo o primer ISSR UBC 808 foi o que amplificou a
menor quantidade de locus, (n=3), mas que apresentou todos os locus polimérficos, diferindo
levemente dos achados de Pontes et al., (2017), que encontrou quatro locus para o primer,
trabalhando com bacurizeiros na ilha de Marajé no Pard. O total de locus amplificados e
analisados foi 31, com taxa de polimorfismo média de 70,96%. Souza et al., (2013), encontrou
236 locus ao analisar bacurizeiros no Maranhao e Piaui, com taxa de polimorfismo de 93,64%
destes locus. Mesmo a autora tendo utilizado uma quantidade maior de primers, alguns primers
comuns no trabalho como o UBC 810, a quantidade de locus amplificada e taxa de
polimorfismo € maior, o que pode indicar perda de alelos nas popula¢gdes da Bacia Hidrografica

do Munim.

Tabela 2. Identificacdo dos primers, nimero de locus amplificados e taxas de polimorfismos.

Primer  Sequéncia  Total de Locus Locus Polimorf. % de Polimorf.

UBC 808 (AG)8C 3 3 100
UBC 809 (AG)8G 5 3 60
UBC 810 (GA)8T 5 5 100
UBC 811 (GA)8C 7 4 57,14
UBC 825 (AC)TA 7 5 71,42
UBC 840 (GA)SYT 4 2 50
TOTAL - 31 22 70,96

Como mostra a tabela acima os primers que amplificaram a maior quantidade de locus
foram o ISSR UBC 811 e 825, ambos com 7 locus amplificados, mas que apresentaram 57,14%
e 71,42% de polimorfismo. O polimorfismo é um parametro frequentemente utilizado para
estimar a eficiéncia dos marcadores na avaliacdo da diversidade genética (GRAVITOL, 2011).
O polimorfismo genético € a variacdo genética na sequéncia de alelos, na sequéncia de bases
nucleotidicas ou na estrutura cromossdmica. No gel de agarose esse polimorfismo pode ser

observado pela diferenca no padrdo das bandas (Figura 4).
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Figura 4. Produtos da amplificagdo do primer ISSR UBC 809 (A) e o primer ISSR UBC 810
(B) para as amostras MR 1 aMR 15e AX 1a AX 11.

Fonte: Elaboragdo prépria, (2019).

Os resultados da AMOVA (Tabela 4) da estrutura genética da populacdo mostraram
alta diversidade genética dentro das populacdes (88,58%) e baixa diversidade entre as
populagdes (11,41%) e Fstde 0,114. Quando comparados com os dados de Pontes et al. (2017)
o Fst foi 0,064 e variagdo de 6% entre progénies e 94% dentro das progénies em bacurizeiros
da ilha de Maraj6 no Pard. Ja o trabalho realizado por Santos et al., (2017), com P. insignis na
Resex de Chapadinha apresentou 14,77% de diferenciacio entre grupos e 85,22% dentro de
grupos, com indicie de diferenciacdo genética, Fst, de 0,17192, préximos aos achados no

trabalho.

Tabela 3. Andlise da varidncia molecular (AMOVA) da estrutura genética de P. insignis entre

e dentro de populagdes, genotipadas com marcadores ISSR.

.~ Soma de Componente de % de
Fonte de Variacao - o~
quadrados Variacio Variacio
Entre Populacdes 66,646 0,80609 11,416
Dentro de Populagdes 396,326 625,513 88,584
Total 462,972 706,122 100

Fst 0,11416 - -
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As variagOes genéticas medidas pela estatistica F, descrita pela teoria de Sewall Wright
nas décadas de 40 e 50, que introduziu os parametros Fst, Fit e Fis, fornecem de maneira
sumarizada a estrutura da populacio estudada (ARAUJO, 2004; MENEZES, 2005).0 Fst é o
indice de fixacdo ou coeficiente de consanguinidade entre subpopulacdes, onde seu valor é
utilizado para medir a distincia entre subpopulagdes, assumindo valores entre zero € um e,
quanto maior for esse valor, maior serd a diferenciacdo entre as subpopulagcdes estudadas.
Wright (1978), sugeriu os seguintes valores na diretriz de interpretagdo do Fst: de 0 a 0,05,
pouca diferenciacdo genética; de 0,05 a 0,15, diferenciacdo genética moderada; de 0,15 a 0,25,
grande diferenciacdo genética; e valores acima de 0,25 significam alta diferenciacio genética.
Logo na classificacdo de Wright (1978), os dados para os bacurizeiros nas localidades
analisadas mostram moderada diferenciacdo genética.

Com relacdo ao indice de diversidade genética de Nei (He), a variacado foi de 0,435 a
0,348 (média - 0,445) para as populagdes de Morros e Urbano Santos, respectivamente (Tabela
4). Em muitos locus foi possivel observar o valor maximo considerados para o indicie de
diversidade de Nei, He igual a 0,533. Quanto as espécies arbodreas, esse indice de diversidade
genética estabelecido por Nei (1977), permanece elevado. Quando comparado com outras
espécies como Hancornia speciosa, mangaba, Costa et al. (2015), encontrou He de 0,18, ja
Lorenzoni et al. (2014), encontrou valores de He igual a 0,5. Tal fato evidencia que a
diversidade genética medida pelo indice de Nei, varia de acordo com a espécie dependendo de
sua biologia reprodutiva e da saide do ambiente onde estdo inseridas.

Ao observar o teste do gargalo genético, He maior que Heq na maioria dos locus foi
registrado em ambos os modelos (I.A.M. e S.M.M.), com excessdo dos primers ISSR UBC 809
e 810, que em todos os locus para os individuos de Urbano Santos apresentaram maiores valores
de Heq sobre He em ambos os modelos, evidenciando perda de alelos e um possivel decréscimo
populacional em curto prazo (Tabela 4). Para os locus do primer ISSR UBC 810 nas amostras
de Morros no modelo S.M.M. Heq (0,250) > que He (0,24762) também foi observado. Isto
corrobora para uma possivel acdo antrdpica sobre a drea de ocorréncia da espécie em estudo,
podendo acarretar na reducdo da produgdo de frutos assim como na propagacdo da espécie.
Vale lembrar também que o municipio de Urbano Santos ja esteve colocado entre os municipios
que mais desmatam o cerrado, devido principalmente a expansdo de dreas agricolas como soja

e eucalipto (MMA, 2012).



Tabela 4. indices de diversidade de Nei (He) e testes de equilibrio entre mutagio e deriva genética para as populagdes de P. insignis

sobre os modelos I.A.M. e S M.M.

Primer I?O'C‘l‘z MR AX SR CH UB  Média Desvio TI::; : (Iﬁ‘f&.) (S.II;I/[eR/[.)
808 3 0,53333 043636 0,34286 0,53333 0,53333 0,47584 0,08538 049014 0,203 0,244
809 5 041905 043636 0,34286 0,28571 0,00000 0,27498 0,16111 041475 0,203 0,248
810 5 024762 032727 041905 0,34286 0,00000 0,31307 0,19406 041475 0,205 0,250
811 7 047619 043636 034286 051429 047619 041732 0,11785 0,47082 0,204 0,246
825 7 0,51429 0,50909 047619 0,53333 0,51429 0,49801 0,04510 0,50213 0,200 0,242
840 4 047619 041818 0,54545 038096 049524 045386 0,08111 0,47445 0,205 0,244

Média 043564 0,38625 0,39732 041782 0,34839 0,39708 0,03319 0,44530

Desvio 0,11913 0,17564 0,12017 0,12815 0,21348 0,15131 0,04183 0,07430

*Q. — Quantidade; MR — Morros; AX — Axix4d; SR — Santa Rita; CH — Chapadinha; UB — Urbano Santos.
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O indice de diversidade de Shannon (H’) € comumente usado em estudos ecolégicos
para indicar a diversidade de espécies por drea. O indice de Shannon foi de 0.0037 < 0.0611
indicando baixa diversidade de individuos por drea. O indice gera valores de 0 a 0,73 em uma
escala logaritmica (LOWE et al., 2004). Os resultados estdo abaixo inclusive do trabalho de
Santos et al., (2017), com bacurizeiros em Chapadinha, que encontrou 0.011 <0.106, que por
sua estdo abaixo dos achados de Souza et al., (2013), trabalhando com genétipos do Maranhao
e Piaui, que estimaram o indice de diversidade de Shannon (H') e encontraram varia¢ao de 0,120

<H’ <0,480 e classificaram a populagao como apresentando altos indices de diversidade.

5.2. Analise de Agrupamento

A Andlise de Coordenadas Principais mostrou interacdo entre todos os Individuos
(Figura 5). Tal interacdo corrobora os resultados da Amova que evidenciou baixa divergéncia
entre populacdes, o que indica também possivel troca de alelos entre os individuos. O PCoA ¢é
um método complementar para andlise de agrupamentos e leva ao uso ideal e a educagdo de
informagdes maximas de dados moleculares. Esta andlise estd um pouco relacionada a
distribuicdo geografica. A distancia geogréfica como fronteira pode impedir a troca de genes
entre as populagdes e causar diferengas genéticas entre as regides (JAFARI et al., 2019), o que

ndo € observado nos resultados encontrados, visto a alta interagdo entre os individuos.

Figura S. Diagrama bidimensional da primeira e segunda coordenadas (eixo), andlise de

coordenadas principais (PCoA) para P. insignis.
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Os valores do coeficiente de correlagdo cofenética calculados na matriz de distancia
variaram de 0,6753 a 0,300 (Figura 6), indicando altas e baixas correlacdes entre os individuos.
O dendrograma mostrou 8 grupos, com o maior contendo 40 amostras das 71, englobando

individuos de todas as localidades, os demais agrupamentos apresentaram tamanho menor de

individuos (Figura 6).

Figura 6. Andlise de agrupamento das 71 amostras de P. insignis com base nos seis marcadores

ISSR, utilizando o método UPGMA/Jaccard.
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E possivel observar também que ndo foi coletado nenhum clone de bacurizeiro, pois
plantas de constituicdo genética muito proximas sio reveladas no dendograma com um traco
na identifica¢do dos individuos. Isto pode ocorrer quando nio se toma distaciamento suficiente
na coleta, no minimo 15 m, uma vez que a espécie brota por gemas localizadas nas raizes.

O coeficiente de correlacdo cofenética difere significativamente dos encontrados por
Santos et al., (2017), r = 0,818 e dos resultados de Pontes et al., (2017), r = 0,800, mas vale
ressaltar que ambos os trabalhos utilizaram uma quantidade maior de primers e por conseguinte
uma maior de quantidade de locus para serem analisados, o que influéncia diretamente no grau

de correlagdo cofenética do indice de Jaccard.
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5. CONCLUSOES

Os primers utilizados se mostram promissores na caracterizacao genética da espécie,
em especial para os primers ISSR UBC 809, 810, 811 e 825, pela quantidade locus
amplificados. A diversidade genética, foi maior dentro de cada localidade, como foi possivel
observar na Andlise de Varidncia Molecular (AMOVA), e baixa entre populacdes. Indices
elevados de diversidade de Nei (He) foram verificados para quase todos os locus estudados com
o municipio de Morros com a maior média geral.

Mesmo com indices médios elevados observou-se processo de gargalo genético para
os locus dos primers ISSR UBC 809 e 810, nas amostras de Urbano Santos e para os locus do
primer ISSR UBC 810 no modelo de mutacao por etapas (S.M.M.) para as amostras de Morros,
evidenciando perda de alelos e possivel decréscimo populacional no curto prazo. Logo medidas
de conservacao in situ precisam ser tomadas para evitar processo de erosao genética.

A andlise de Coordenadas Principais (PCoA) revelou interacdo entre todas as amostras
estudadas, indicando possivel troca de genes entre os individuos da Bacia Hidrografica do
Munim, com os individuos mais divergentes as amostras UB 3 de Urbanos Santos e SR 5 de
Santa Rita. Os agrupamentos formados no dendograma também mostram isso, contudo
evidenciaram baixa correlacdo pelo indice utilizado no trabalho, necessitando que mais primers

sejam utilizados e mais locus analisados.
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