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APRESENTACAO

Apresentamos o livro “Estado da Arte da Pesquisa em Recursos Genéticos”, um
material rico e direcionado a todos académicos e docentes da subarea da biologia
denominada genética.

Sem sombra de duvidas a genética e suas aplicagdes tem influenciado diversas
pesquisas promissoras em todo o0 mundo, contribuindo de forma significativa na saude,
agricultura, economia e biotecnologia. Compreender essa ciéncia e suas diferentes
interfaces € um dos objetivos principais do conteudo desta obra.

A genética aliada a revolugao tecnologica tem contribuido grandemente com o
avanco no campo da pesquisa basica e aplicada. Da mesma forma as descobertas
propciadas pelos estudos e artigos de diversos pesquisadores possibilitaram um
entendimento mais amplo desta importante area. Como sabemos a genética possui
um campo vasto de aplicabilidades que podem colaborar e cooperar grandemente com
0s avancos cientificos e entender um pouco mais da pesquisa e recursos genéticos é
o enfoque desta obra.

Assim abordamos aqui assuntos relativos aos avangcos e dados cientificos
aplicados aos recursos genéticos, oferecendo um breve panorama daquilo que tem
sido feito no pais. O leitor podera se aprofundar em temas direcionados a variabilidade,
diversidade genética, produtividade, variedades tradicionais, inovagao, proteémica,
novos protocolos, fruteiras nativas, populacdes, gargalo, selecdo, variedade genética,
produtividade, migracéo,criopreservagao, dentre outros.

Esperamos que mais uma vez o conteudo deste material possa somar de maneira
significativa aos novos conceitos aplicados a genética, influenciando e estimulando
cada vez mais a pesquisa nesta area em nosso pais. Parabenizamos cada autor pela
teoria bem fundamentada aliada a resultados promissores, e principalmente a Atena
Editora por permitir que o conhecimento seja difundido e disponibilizado para que as
novas geracoes se interessem cada vez mais pelo ensino e pesquisa em genética.

Desejo a todos uma 6tima leitura!
Benedito Rodrigues da Silva Neto
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CAPITULO 6

DIVERSIDADE GENETICA DO BACURIZEIRO (Platonia
insignis MART.) UTILIZANDO O MARCADOR ISSR EM
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Universidade Estadual do Maranhao, curso de
Agronomia — Maranh&o, MA

Edyane Moraes dos Santos

Universidade Federal de Sao Carlos, Doutoranda
em Genética Evolutiva e Biologia Molecular — S&o
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Universidade Estadual do Maranh&o, Doutorando
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Agronomia — Maranh&o, MA

Claudio Adriano de Jesus Nascimento
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Mestrando em Agronomia — Rio de Janeiro, RJ

Luana Corréa Silva
Universidade Estadual do Maranhao, curso de
Agronomia — Maranh&o, MA

Phelipe Silva de Araujo
Universidade Estadual do Maranhao, curso de
Agronomia — Maranh&o, MA

José de Ribamar Silva Barros
Universidade Estadual do Maranhéo,
Departamento de Quimica e Biologia/DQB —
Maranhao, MA

RESUMO: O trabalho teve como objetivo o
estudo da diversidade genética de populagdes
de bacurizeiros na Reserva Extrativista Chapada
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Limpa, localizada no Municipio de Chapadinha.
O local estudado foi a Reserva Extrativista da
Chapada Limpa, em Chapadinha, Maranhao.
Foram realizadas coletas de material foliar
na reserva, onde foram separadas duas
subpopulagdes de 15 individuos, totalizando
30 individuos. O DNA foi extraido segundo o
protocolo CTAB, e logo apés realizado PCR com
os marcadores moleculares ISSR. Os resultados
da AMOVA mostraram alta diversidade genética
dentro das populagbes (82,2%) e baixa
diversidade entre as populagbes (14,7%).
Foram encontradas ¢st = 0,17, P <0,001
(FAMD), e Fst = 0,147 (Arlequim). Com relagéao
ao indice de diversidade genética, a variacao
da heterozigosidade (He) foi de 0,133 a 0,533
(média - 0,333) na populacado 1 e 0,133 a 0,514
(média: 0,388) na populagcéo 2. Na analise do
gargalo, He foi maior que Heq na maioria dos
locus, registrado nos modelos I.A.M. e S.M.M.
O coeficiente de Jacard, calculados na matriz de
distancia variaram de 0,818 a 0,111, indicando
altas e baixas correlagdes entre os individuos.

PALAVRAS-CHAVE: Reserva; populagoes;
gargalo.

GENETIC DIVERSITY OF THE BACURIZEIRO
(Platonia insignis MART.) USING THE ISSR
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MARKER IN CHAPADINHA — MA

ABSTRACT: The objective of this work was to study the genetic diversity of populations
of bacurizeiros in the Chapada Limpa Extractive Reserve, located in the municipality of
Chapadinha. The study site was the Chapada Limpa Extractive Reserve in Chapadinha,
Maranhao. Leaf collections were collected in the reserve, where two subpopulations of
15 individuals were separated, totaling 30 individuals. The DNA was extracted according
to the CTAB protocol, and soon after performing PCR with the molecular markers ISSR.
The AMOVA results showed high genetic diversity within populations (82.2%) and low
diversity among populations (14.7%). We found ¢st=0.17, P <0.001 (FAMD), and Fst =
0.147 (Harlequin). Regarding the genetic diversity index, the variation in heterozygosity
(He) ranged from 0.133 to 0.533 (mean - 0.333) in population 1 and 0.133 to 0.514
(mean: 0.388) in population 2. In the bottleneck analysis, He was greater than Heq in
most of the locus, registered in the IAM models and S.M.M. The Jacard coefficient,
calculated in the distance matrix ranged from 0.818 to 0.111, indicating high and low
correlations between individuals.

KEYWORDS: Reserve; populations; neck.

11 INTRODUCAO

O bacuri - “ba”- cair e “curi’- logo - (Platonia insignis Mart.), divisdo Magnoliophyta,
Classe Magnoliopsida, Ordem Malpighiales e Familia Clusiaceae é considerada
a Unica espécie do género Platonia (CAVALCANTE, 1996). E uma espécie nativa
da Amazoénia brasileira e possui centro de origem no Estado do Para, onde estao
estabelecidas densas e diversificadas populagées naturais. E também encontrado,
espontaneamente, nos outros Estados da Amazénia brasileira, no Piaui e Maranhao
(CARVALHO, 2007). No Estado do Maranh&o, a espécie esta distribuida nas regides
da Amazénia Maranhense, Baixada Maranhense e nos Cerrados do extremo sul do
Baixo Parnaiba (NASCIMENTO et al., 2007).

Ocorre em matas de terra firme e de vegetacao aberta de transicao, em areas
descampadas ou de vegetacdo baixa, sendo rara sua ocorréncia em florestas
primarias densas (CAVALCANTE, 1996). Desenvolve-se em regides de clima umido
e semi-umido e, também em regides de cerrado e cerraddo. Passou de uma fruta
sem importéncia para uma arvore de interesse madeireiro e da valorizagdo do seu
fruto. O bacuri € uma das frutas mais populares da regidao amazénica. Contém polpa
agridoce rica em potassio, fosforo e calcio, que € consumida diretamente ou utilizada
na producédo de doces, sorvetes, sucos, geleias, licores e outras iguarias (ALVAREZ e
POTIGUARA, 2013; HOMMA et al., 2010).

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
(UEKANE, et al., 2017; LIMA E SILVA, et al., 2014; CARVALHO, 2003), métodos de
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propagacao (CARVALHO & NASCIMENTO, 2018), e aspectos ecologicos (SOUSA
et al., 2000), entre outros trabalhos. Entre os estudos moleculares, destacamos o
trabalho com marcadores ISSR Souza et al., (2013), em popula¢des do Maranhéao e
Piaui, que encontraram 221 locus em 18 primers ISSR.

Entre os marcadores moleculares que inferem sobre a diversidade genética,
marcadores dominantes binarios, como o ISSR (“Inter simple sequence repeat
amplification”), se destacam 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 analise da diversidade genética, bem como para a
caracterizacao 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 Maranh&o, o bacurizeiro ocorre em areas de intensa atividade agricola, onde
desmatamentos e queimadas sdo comuns €, como consequéncia, uma rapida reducao
no numero de plantas existentes tem ocorrido e, por conseguinte, a diminuicdo da
variabilidade genética (CARVALHO, etal.,2009). O surgimento de variedades adaptadas
as condi¢des de clima e solos do cerrado e os incentivos fiscais direcionados aos
produtos de exportacéo, comodities, potencializam o processo migratorio de ocupacéo
das areas, com agressao ao meio ambiente e as comunidades tradicionais (SOARES
et al., 2007).

Tal perturbacao pode acarretar em fragmentacao das populagdes levando-as a
uma limitacdo 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 conservagao sejam propostas, garantindo
a sobrevivéncia das espécies. Logo o trabalho teve como objetivo o estudo da
diversidade genética de populag¢des de bacurizeiros na Reserva Extrativista Chapada
Limpa, localizada no Municipio de Chapadinha.

2| METODOLOGIA

2.1 Area de Trabalho

Foram realizadas coletas de tecido foliar Platonia insignis, e georrreferenciado os
individuos estudados, no municipio de Chapadinha, Resex Chapada Limpa (Figura 1),
com devida autorizacéo do Sisbio (n°50329-1) e da autoridade competente do ICMBio-
MA, responsavel pela Resex.

A reserva extrativista Chapada Limpa, localizada na mesorregiao leste do Estado
do Maranhao, na cidade de Chapadinha, possui uma area de 11.973,05 hectares.
Chapada Limpa € a quinta reserva extrativista criada no Maranh&o, sendo a primeira
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do bioma cerrado.

Na Resex a populagédo tradicional faz extrativismo sustentavel do babacu
(Orbignya phalerata), bacuri (Platonia insignis) e buriti (Mauritia flexuosa). Ja
Chapadinha possui uma area de 3247 km?, uma populacdo de aproximadamente
78348 habitantes e uma densidade demografica de 22,59 habitantes km? segundo
dados do IBGE (2016).

654000 655000 656000 657000 656000 659000 660000 661000 662000 663000 E64000 665000 666000 667000

Legenda
Pontos de coleta de Platonia insignis
-

Estado do Maranhdo

[ }

Municipio de Chapadinha
|

Brasil

(=]

9562000 9553000 9564000 OSS5D00 0566000 9567000 0568000 9569000 9570000 9571000 9572000
9562000 9563000 9564000 9565000 9566000 9567000 9568000 9563000 9570000 9571000 9572000

E54000 BSS000 656000 BS7D0 658000 659000 BE0000  E61000 662000 563000 BG4000 665000 BGGODD  EA7DO0D

Figura 1: Localizacdo da Resex Chapada Limpa- Maranhao e os pontos de coleta de Platonia
insignis.

Foram amostradas 2 subpopula¢des divididas em dois agrupamentos (15
individuos por agrupamento), totalizando 30 individuos coletados. Dentro de cada
agrupamento, os individuos foram amostrados em um espagamento minimo de 15
metros entre eles. De cada individuo foi coletado cerca de dez foliolos, que foram
mantidos em silica gel até o momento da extracdo de DNA.

2.2 Extracao de DNA e PCR

A extracédo do DNA gendmico foi realizada com base no protocolo no protocolo
de Doyle e Doyle (1987), utilizando-se cerca de 1 g de folha seca de cada amostra.
Apos todo o procedimento de extracdo o DNA foi submetido a eletroforese em gel de
agarose 1% para a visualizagcao do material genético e confirmacgao de sua extragao,
analise de sua integridade e estimativa de sua concentracéo.

Apés a extracdo de DNA e corrida em eletroforese, o material genético foi
submetido a técnica de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase). Foram selecionados
15 primers do marcador ISSR (UBC 807, UBC 808, UBC 809, UBC 810, UBC 811,
UBC 817, UBC 825, UBC 826, UBC 827, UBC 828, UBC 829, UBC 834, UBC 840,
UBC 888 E UBC 900) previamente padronizados por Souza et al. (2013).

Foi realizado reagcbes de PCR em volume final de 20 pL, contendo os seguintes
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componentes: tampao de PCR [13,5 mM Tris-HCI (pH 8,3); 67,5 mM KCI; 2,0 mM
MgCI2], 200 yM de cada um dos quatro desoxirribonucleotideos (dATP, dCTP, dGTP
e dTTP), 0,7 uM de primer, 1 U de Taqg DNA polimerase, 20 ng de DNA gendmico
e agua. As amplificacbes 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; 45 segundos a 50 - 62°C (dependendo do primer
utilizado) e 2 minutos a 72°C] e extensao final a 72°C por cinco minutos. Os produtos
das amplificagcdes foram separados por eletroforese horizontal em gel de agarose a
1,5% por 3 horas e 30 minutos e corados com 12,5x Brometo de etidio. Em seguida,
foram visualizados em transiluminador UV e fotodocumentados.

2.3 Analises Estatisticas

Os produtos amplificados foram designados como um unico caractere, que teve
sua presenca representada por “1” e auséncia por “0”. Os marcadores ISSR foram
convertidos em uma matriz binominal (0/1). A relagéo 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 Nado Ponderado usando
médias aritméticas (UPGMA) para ilustrar a relacédo entre as duas populagdes
coletadas. Todos os célculos foram feitos no software PAST, versao 1.34 (Hammer et
al., 2001).

A estrutura genética da populacéo (heterozigosidade - He), bem como os
valores de diferenciacdo genética de uma unica populagdo ou entre populacdes
(indice de fixacéo-Fst) foram analisados no software Arlequin 3.11 (Excoffier et al.,
2005). O teste de gargalo genético foi executado no software Bottleneck 1.2 (Cornuet
e Luikart, 1997), para verificar se houve reducéo recente ou efetiva das populacoes
através dos modelos de alelos infinitos (I.A.M.) e modelo de mutacao 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 variancia molecular (AMOVA) também foi usada para mostrar
a distribuicdo da diversidade genética dentro e entre as populagdes. A diversidade
genética total registrada através da analise foi dividida em dois niveis hierarquicos
distintos, ou seja, diferencas entre populacdes e entre individuos dentro de uma Unica
populacdo. A AMOVA foi realizada de acordo com Excoffier et al. (1992), com o auxilio
do software Arlequim e FAMD. Todas as etapas foram realizadas no Laboratério de
Genética e Biologia Molecular Warwick Kerr (LabWick) da Universidade Estadual do
Maranh&o.
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Anadlises genéticas

Dos 15 primers de ISSR previamente selecionados e testados foram amplificados
12 e somente os locus UBC 827, UBC 900 e UBC 868 nao foram amplificados. Com
excecao dos locus UBC 807, 808, 840e 825, o perfil eletroforético, resultante de reacdes
envolvendo todos os primers utilizados, mostrou elevado nivel de polimorfismo no
DNA das amostras em estudo.

Os resultados da AMOVA (Tabela 1) da estrutura genética da populagéo
mostraram alta diversidade genética dentro das populagdes (82,2%) e baixa diversidade
entre as populagdes (14,7%). Pontes et al. (2017) encontraram ¢$ST 0,05 (P=0,001),
e variacao de 6% entre progénies e 94% dentro das progénies em bacurizeiros da ilha
de Marajé no Para.

Os indices ¢st e Fst foram utilizados para medir a distancia genética na
populacéo, eles foram executados em diferentes softwares (FAMD e Arlequim).
Diferencas genéticas significativas foram encontradas: ¢st = 0,17, P <0,001 (FAMD);
e Fst = 0,147 (Arlequim). Com relacdo ao indice de diversidade genética, a variacao
da heterozigosidade (He) foi de 0,133 a 0,533 (média - 0,333) na populacéo 1 e 0,133
a 0,514 (média: 0,388) na populacdo 2. O indice mostrou variacao de 0,163 a 0,393
entre as duas populacdes. Quanto as espécies arbdreas, esse indice de diversidade
genética estabelecido por Nei (1977), permanece elevado, no entanto, pode indicar
pequena diferenca populacional e perda de diversidade no curto prazo. O indice
representa a hererozigosidade populacional (He) e gera valores entre 0 e 5 para cada
locus. Souza (2013) comparou os resultados do indice de Nei e encontrou valores de
diversidade genética (He) variando de 0,082 a 0,323 entre populacdes e 0,335 ao nivel
das espécies.

L Quadrados Componente de Taxa de
Fonte de Variacao - . . -
médios variacao variacao
Na populagéo 0.800 0.37 14.77273
Entre populacdes 60.667 2.16667 85.22727
Total 61.467 2.54222
Fst 0.14773
Pst 0.17192

Tabela 1. Valores de AMOVA para populacdes de Platonia insignis na Reserva Extrativista
Chapada Limpa, municipio de Chapadinha, Estado do Maranhao.

Teoricamente, os valores de Fst (¢pst) podem variar de 0 (sem divergéncia
genética) a 1 (fixacao de alelos); no entanto, o valor aqui observado foi muito inferior a
1. Wright (1978), por exemplo, sugeriu 0s seguintes valores na diretriz de interpretacao
da Fst: de 0 a 0,05, pouca diferenciacdo genética; de 0,05 a 0,15, diferenciacéo




genética moderada; de 0,15 a 0,25, grande diferenciacéo genética; e valores acima de
0,25 significam alta diferenciagdo genética. Logo na classificagao de Wright (1965), os
dados para os bacurizeiros em Chapadinha mostram moderada diferencia¢ao genética.
Os dados diferem de Pontes (2017), que encontrou Fst de 0,064 para bacuris no Para.

O indice de diversidade de Shannon H, calculado no software FAMD, é
comumente usado em estudos ecoldgicos para indicar a diversidade de espécies por
area. O indice de Shannon foi de 0,030 < 0,175 na populacdo 1 e 0,041 < 0,204 na
populacéo 2. O indice gera valores de 0 a 0,73 em uma escala logaritmica (Lowe et
al., 2004). Os presentes dados corroboram os encontrados por Souza (2013), que
estimaram o indice de diversidade de Shannon (H’) e encontraram variacéo de 0,120 <
H < 0,480 e classificaram a populagao como apresentando altos indices de diversidade.
Além disso, a variacao de heterozigosidade na populagéo variou de 0,133 a 0,533 na
populacéo 1, mas de 0,133 a 0,514 na populacéo 2. No entanto, o indice variou de
0,163 para 0,393 na comparacgao entre as duas populagoes.

Teste Blotteneck | indice de diversidade de Nei’s
ILAM. S.M.M. He He L .
Locus He Média Desvio  Total He
Heq Heq Pop1 Pop2
UBC 807 0.480 0.254 0.286 0.533 0.342 0.438 0.134 0.480
UBC 808 0.370 0.249 0.293 0.247 0476 0.161 0.161 0.370
UBC 809 0.515 0.245 0.287 0.533 0.514 0.523 0.013 0.514
UBC 810 0.517 0.246 0.285 0.533 0.533 0.533 0.000 0.517
UBC 811 0.370 0.235 0.283 0.476 0.247 0.361 0.161 0.370
UBC 817 0.067 0.250 0.289 0.000 0.133 0.066 0.094 0.066
UBC 825 0.067 0.248 0.284 0.133 0.000 0.066 0.094 0.066
UBC 826 0.460 0.245 0.284 0.000 0.476 0.238 0.336 0.459
UBC 828 0.480 0.243 0.282 0.247 0.514 0.380 0.188 0.480
UBC 829 0.370 0.251 0.285 0.247 0476 0.361 0.161 0.370
UBC 834 0.508 0.230 0.287 0.514 0.419 0.466 0.067 0.508
UBC 840 0.517 0.249 0.292 0.533 0.533 0.533 0.000 0.517

Média 0.393 0.245 0.286 0.533 0.361 0.361 0.039 0.393

Tabela 2. Teste Blotteneck (gargalo genético) e indices de diversidade de Nei para populag¢des
de Platonia insignis na Reserva Extrativista Chapada Limpa, municipio de Chapadinha, Estado

do Maranhao.

Quando se trata do gargalo, He maior que Heq na maioria dos locus foi registrado
em ambos os modelos (I.A.M. e S.M.M.), com excecao dos loci UBC 817 e UBC
825, que apresentaram maiores valores de Heq. sobre heterozigose em ambos o0s
modelos, evidenciando um possivel decréscimo populacional a curto prazo (Tabela
4). O mesmo nao foi observado no trabalho de Costa et al., (2015), trabalhando com
mangaba (Hancornia speciosa), onde observou processo de deriva no modelo S.M.M.
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Figura 2. Dendrograma mostrando a similaridade entre individuos pertencentes as populacdes
de Platonia insignis na Reserva Extrativista da Chapada Limpa.

Os valores do coeficiente de Jacard calculados na matriz de disténcia variaram
de 0,818 a 0,111, indicando altas e baixas correlacées entre os individuos. O
dendrograma mostrou 9 pequenos aglomerados demonstrando agrupamentos que
englobaram individuos pertencentes as popula¢des 1 e 2 em grupos separados, bem
como agrupamentos que incluiram individuos pertencentes a ambas as populacées
(Figura 2).

41 CONCLUSAO

Os resultados evidenciaram uma diferenciagdo genética gradativa do bacuri
na Reserva Extrativista da Chapada Limpa, mesmo com uma moderada diversidade
genética, que pode ser consequéncia direta dos intensos eventos de queimadas
comuns na reserva. Os resultados também mostraram uma maior diferenciacao
genética dentro das populagbes e pouca entre as populagbes. O teste de gargalo
genético, mostrou processo de deriva apenas em dois locus, mas que pode ao longo
do tempo levar a uma perda efetiva de alelos nas populagdes visto que a diferenciacéo
genética entre as mesmas € baixa e a espécie necessita de fluxo génico por ser uma
alégama.
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