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RESUMO

A copaibeira (Copaifera langsdorffii Desf.) e o pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.) séo
espécies arboreas de destaque na flora brasileira, desempenhando funcdes relevantes em
ecossistemas tropicais. A copaibeira se destaca pela exsudacdo de um oOleo resinifero com
propriedades medicinais e industriais. O pequizeiro possui seus frutos apreciados na culinaria
regional, além de potencialidades farmacéuticas. Estudos de diversidade genética sdo subsidios
para a elaboracdo de estratégias de conservacao, manejo sustentavel e compreensdo de dindmicas
populacionais. O presente estudo teve como objetivo estimar a diversidade genética entre acessos
de copaibeira e pequizeiro em municipios situados na mesorregido Norte e Noroeste do estado de
Minas Gerais, Brasil por meio de oligonucleotideos ISSR (Inter Simple Sequences Repeats). Os
acessos de Copaiba foram obtidos em Montes Claros-MG e Mirabela-MG, totalizando 20 acessos.
Por sua vez, os acessos de pequizeiro foram coletados em Bocaiuva-MG, Bonfindpolis-MG, Dom
Bosco-MG e Salinas-MG, totalizando 40 acessos. Utilizou-se um protocolo adaptado do método
CTAB para extracdo de DNA, seguido de reac¢oes de PCR (Polymerase Chain Reaction) utilizando
oligonucleotideos ISSR provenientes da colecdo da University of British Columbia (UBC primer
set #9, Vancouver, Canada), com testagem prévia de gradientes de temperatura. Para a copaibeira
foram testados 16 oligonucleotideos, dos quais 11 evidenciaram polimorfismos. No caso do
pequizeiro, todos os 100 oligonucleotideos da colecdo foram testados, sendo que apenas quatro
manifestaram polimorfismos, inviabilizando a construcdo de matrizes binarias viaveis para a
estimacdo das dissimilaridades. Para a copaibeira, os dados moleculares foram utilizados na
estimacdo das distancias genéticas entre acessos, calculadas pelo indice de ‘Nei e Li’. Essas
informac0es foram aplicadas nas analises de agrupamento ‘Hierarquico’ e otimizacao de ‘Tocher’.
As reagdes produziram 105 fragmentos utilizados na geragdo da matriz de dissimilaridade,
revelando uma ampla variabilidade entre os 20 acessos de copaibeira (de 19,04% a 75,38%). A
estimativa do poder discriminatorio do loco em Hoiigo foi de 0,2837, enquanto o do PICoiigo foi de
0,2279. Um total de 97 pares de acessos apresentaram valores superiores a 50% de dissimilaridade.
O Coeficiente de Correlagdo Cofenética (CCC) foi elevado, atingindo 0,8275 nos procedimentos
de obtencdo do dendrograma (estresse de 11,92%). As aplicacGes dos métodos de agrupamentos
‘Hierarquico’ e ‘Otimizagdo de Tocher’ resultaram na separacdo em trés grupos, distinguindo os
acessos 1, 14 e reunido dos demais. Os resultados dos testes dos pequizeiros sugerem a necessidade
da utilizacdo de outros marcadores para construgdo da dissimilaridade. Quanto aos resultados da

copaibeira, apresentam potencial para subsidiar a elaboracédo de estratégias de conservacao.

Palavras-chave: Dissimilaridade Genética. Estratégias de Conservacdo. Marcadores Moleculares.



ABSTRACT

The copaiba tree (Copaifera langsdorffii Desf.) and the pequi tree (Caryocar brasiliense Camb.)
are prominent tree species in the Brazilian flora, playing relevant roles in tropical ecosystems. The
copaiba tree stands out for exuding a resinous oil with medicinal and industrial properties. The
pequi tree has its fruits appreciated in regional cuisine, besides pharmaceutical potentialities.
Studies of genetic diversity provide support for the development of conservation strategies,
sustainable management, and understanding of population dynamics. This study aimed to estimate
the genetic diversity among accessions of copaiba and pequi trees in municipalities located in the
North and Northwest mesoregions of the state of Minas Gerais, Brazil, using ISSR (Inter Simple
Sequences Repeats) oligonucleotides. The Copaiba accessions were obtained in Montes Claros-
MG and Mirabela-MG, totaling 20 accessions. In turn, the pequi accessions were collected in
Bocaiuva-MG, Bonfindpolis-MG, Dom Bosco-MG, and Salinas-MG, totaling 40 accessions. A
protocol adapted from the CTAB method for DNA extraction was used, followed by Polymerase
Chain Reaction (PCR) reactions using ISSR oligonucleotides from the University of British
Columbia collection (UBC primer set #9, Vancouver, Canada), with prior testing of temperature
gradients. For the copaiba tree, 16 oligonucleotides were tested, of which 11 showed
polymorphisms. In the case of the pequi tree, all 100 oligonucleotides from the collection were
tested, and only four manifested polymorphisms, making it impossible to construct viable binary
matrices for dissimilarity estimation. For the copaiba tree, molecular data were used to estimate
genetic distances among accessions, calculated by the 'Nei and Li' index. These pieces of
information were applied in hierarchical clustering and Tocher optimization analyses. The
reactions produced 105 fragments used in the generation of the dissimilarity matrix, revealing wide
variability among the 20 copaiba accessions (from 19.04% to 75.38%). The estimated
discriminatory power of the locus in HOligo was 0.2837, while that of PICOligo was 0.2279. A
total of 97 pairs of accessions showed dissimilarity values exceeding 50%. The Cophenetic
Correlation Coefficient (CCC) was high, reaching 0.8275 in dendrogram acquisition procedures
(stress of 11.92%). The applications of hierarchical clustering and Tocher optimization methods
resulted in the separation into three groups, distinguishing accessions 1, 14, and the rest. The
results of the pequi tree tests suggest the need for the utilization of other markers for dissimilarity
construction. As for the copaiba tree results, they present potential to support the development of

conservation strategies.

Keywords: Genetic Dissimilarity. Conservation Strategies. Molecular Markers.
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1. INTRODUCAO

A copaibeira (Copaifera langsdorffii Desf.), conhecida popularmente como copaiba,
configura-se como uma relevante espécie arbérea da familia Fabaceae. Apresenta um padréo de
crescimento lento, raramente ultrapassando a marca de 2 metros de altura nos primeiros dois anos
de desenvolvimento (Lorenzi, 2008). Entretanto, demonstra a capacidade de atingir alturas entre
25 a 35 metros, tendo ampla distribui¢ao no Brasil, principalmente no Cerrado e Amazoénia (Silva;
Filho, 2021). O principal produto de interesse derivado da copaiba € o 6leo, cujas propriedades
fitoquimicas conferem-lhe uma ampla aplicacdo, notadamente nas &reas de nutricdo humana,
cosméticos e farmacos; destinados tanto ao uso humano quanto veterinario (Trindade; Silva;
Setzer, 2018).

O pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.) é uma espécie arborea semidecidua, heliéfita e
seletiva xerdfita, crescendo normalmente como uma arvore frondosa, com variagdes em resposta
ao ambiente e a grande distribuicdo por todo o bioma Cerrado (Lisboa et al., 2020). Os frutos
possuem elevada importancia em aspectos socioecondémicos, com destaque para culinarias
regionais, extracdo de Oleo e xaropes medicinais (Ataide et al., 2019). Além disso, a
comercializacdo do pequi é uma importante fonte de renda para agricultores e extrativistas,
contribuindo para a economia regional. Logo, inimeras familias se beneficiam na época de safra
do pequi, tendo a cultura como fonte de renda e de emprego (Silva, 2009; Martins et al., 2021).

As atividades extrativistas configuram-se como uma alternativa econdmica ao
desmatamento e a monocultura, baseando-se em praticas que visam a colheita de produtos sem
comprometer a integridade dos ecossistemas. Essa abordagem enfatiza a obtencéo de recursos de
forma equilibrada, respeitando os limites de regeneracdo da biodiversidade local (Silva, 2011;
Oliveiraetal., 2017). A comercializacao pode ocorrer de forma direta, em feiras e mercados locais,
ou indireta, por meio de intermediarios e cooperativas especializadas em produtos regionais. Além
disso, incentiva a preservacdo do cerrado ao viabilizar praticas que valorizam a conservacao,
garantindo a preservacdo a longo prazo dos recursos, mediante a promocao da manutencdo da
biodiversidade e a minimizacdo dos impactos ambientais (Silva e Souza, 2022; Ferreira;
Bartachevits, 2022).

No que tange a copaibeira, esta tem sido objeto de extensivas investiga¢des por varios grupos
de pesquisa, dada a relevancia de suas caracteristicas. Por outro lado, o elevado valor comercial
associado a mesma tem resultado em uma continua exploracdo (Martini et al, 1998; Frazdo et al.,
2023). A madeira desta espécie possui propriedades de notavel resisténcia a umidade e ataques de
insetos xil6fagos, tornando-se particularmente atrativa para o mercado (Pieri et al., 2009).

A habilidade de gerir de maneira equilibrada a utilizagcdo dos recursos assume relevancia
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crucial para a preservagdo tanto da espécie em questdo quanto dos ecossistemas nos quais ela esta
integrada (Oliveira et al. 2020). Nesse contexto, a copaibeira e 0 pequizeiro encontram-se
suscetiveis a ameacas decorrentes de limitacdes técnicas de manejo, as quais dependem do
entendimento dos efeitos da erosdo genética, bem como dos mecanismos vegetativos e
reprodutivos (Silva et al., 2012). Dessa forma, uma abordagem equilibrada para instituir tal
exploracdo deve estar fundamentada no entendimento da dispersao filogeogréafica, destacando o
estudo da diversidade genética. Tais conhecimentos revelam-se essenciais para subsidiar
programas de conservagao de recursos genéticos e praticas de manejo florestal (Vilela et al., 2008;
Garcia et al., 2020).

Nesse contexto, os padrdes de variabilidade genética observados entre 0s acessos de
copaibeira e pequizeiro possibilitam aprimorar a selecdo, conservacao e aplicacdo de técnicas de
manejo condizentes com as particularidades dessas espécies de ocorréncia natural, sendo efetuada
através da analise sistematica de marcadores genéticos selecionados, coleta de dados gendmicos,
interpretacdo abrangente dos resultados e subsequente desenvolvimento de abordagens
estratégicas congruentes com os objetivos predefinidos (Gomes et al., 2022). Autores de estudos
que norteiam a analise de diversidade genética de espécies vegetais e animais, muitas vezes
optaram por oligonucleotideos ISSR (Inter Simple Sequences Repeats) para suas pesquisas, pois
sdo de baixo custo e reprodutiveis em diferentes laboratérios (Ng; Tan, 2015).

A utilizacéo de oligonucleotideos ISSR em estudos de diversidade genetica é fundamental
para o desenvolvimento de estratégias eficazes de conservacdo. A técnica possibilita a avaliagdo
intrapopulacional da diversidade genética, permitindo identificar padrdes, como a distribuicao
geografica dessa variabilidade (Charlesworth, 2009). Essa analise contribui significativamente
para a compreensdo da estrutura populacional, facilitando a identificacdo de areas com diferentes
niveis de diversidade genética e, consequentemente, a priorizacdo de locais para acdes de
conservacao e restauracdo, aumentando as perspectivas de reintroducdo bem-sucedida. Com base
nessas informacGes, os gestores de conservacdo podem implementar estratégias de manejo
adaptativo, abordando desafios como mudancgas climéticas, pragas ou doencas, e realizar o
monitoramento continuo das populacdes ao longo do tempo, prevenindo potenciais efeitos de
gargalo genético (Caballero et al., 2010; Felix et al., 2020; Morillo et al., 2022; Pimenta et al.,
2022). Neste contexto, objetivou-se neste trabalho estimar a diversidade genética envolvendo
acessos de copaibeiras e pequizeiros por meio de oligonucleotideos ISSR.
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2. OBJETIVOS
2.1  Objetivo Geral

Estimar a diversidade genética envolvendo acessos de copaibeiras e pequizeiros por meio de

oligonucleotideos ISSR.

2.2 Objetivos Especificos
e Validar protocolos de extragdes de DNA eficazes para folhas de copaibeira e pequizeiro;

e Realizar varreduras de amplicons (locos) em genomas de acessos de copaibeiras e
pequizeiros, por meio de oligonucleotideos ISSR;

e Estimar a diversidade genética por meio de padrfes eletroforéticos (matrizes de dados

binérios) e procedimentos biométricos.
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 O Cerrado brasileiro

O Cerrado brasileiro € a maior formacéo de savana neotropical da América do Sul, além de
ser 0 segundo maior bioma do Brasil, se estendendo por cerca de 200 milhdes de hectares. Abrange
cerca de 24% do territdrio brasileiro com grande diversidade de flora (Batlle-Bayer et al., 2010;
IBGE, 2019). Sendo assim, € um bioma com caracteristicas especificas e grande diversidade,
considerado uma das areas de maior biodiversidade e endemismo do mundo (Klink; Machado,
2005; Schiassi et al., 2018). A flora do Cerrado possui em torno de 12 mil espécies catalogadas e
destas, estima-se que 4 mil sejam endémicas (ISPN, 2021).

A copaibeira € uma espécie arbdrea presente neste bioma, apresentando relevancia
econdmica substancial devido aos seus recursos madeireiros e ndo madeireiros (Junior e Pinto,
2002). Uma revisao conduzida por Pieri et al. (2009) evidenciou o potencial tecnolégico e as
aplicacdes desta espécie, destacando-se o Oleo, utilizado na medicina tradicional popular e
silvicola por mais de 500 anos.

Este bioma possui uma grande variedade de espécies frutiferas, muitas delas exploradas
economicamente por comunidades locais. As espécies frutiferas nativas desse bioma possuem
aceitacdo no mercado consumidor, pois seus frutos contém sabores marcantes e peculiares (Silva
et al., 2015; Soares et al., 2017). Dentre as espécies, 0 pequizeiro abrange alta ocorréncia neste
bioma, sendo considerado uma vitrine tipica para as populac@es externas a esta regido. Seu fruto
¢ amplamente utilizado na culinaria regional e possui propriedades medicinais e nutricionais
importantes (Oliveira et al., 2008; Ferreira et al., 2016).

A exploracdo dessas duas espécies pode constituir uma relevante alternativa econdmica,
contribuindo simultaneamente para a preservacdo da biodiversidade e para o avan¢o de uma
silvicultura mais sustentavel. Este resultado é alcancado mediante a implementacéo de praticas
que buscam conciliar a utilizacdo responsavel dos recursos naturais com a efetiva conservacao da
diversidade bioldgica, destacando a importancia de estratégias que garantam o desenvolvimento a

longo prazo nas atividades exploratorias (Rodrigues et al., 2021).

3.2  Espécies do cerrado: Copaibeira e Pequizeiro
3.2.1 Copaibeira

A Copaifera langsdorffii Desf., conhecida popularmente como copaiba, é uma arvore
pertencente a familia Fabaceae, amplamente distribuida nas regifes tropicais da América Latina.
A copaiba atinge elevadas alturas, apresentando folhas compostas e inflorescéncias racemosas com

flores esbranquicadas (Braga et al., 2022).
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A copaibeira configura-se como uma arvore semidecidua, caracterizada por alcancar
alturas entre 5 a 35 metros e diametros a altura do peito (DAP) oscilando entre 20 a 60 centimetros,
embora, em estagio adulto e sob condigdes especificas na floresta pluvial, possa atingir notaveis
35 metros de altura e 100 centimetros de DAP (Carvalho, 2014; Braga et al., 2022). Na Caatinga,
a copaiba exibe dimensfes mais reduzidas, com alturas variando entre 1,80 a 10 metros. Ja nos
campos rupestres da Serra da Bocaina, localizados em Minas Gerais, a espécie adota um porte
arbustivo, atingindo aproximadamente 1,20 metros de altura (Carvalho, 2014; Kuhlmann, 2018).
A copa, de largura consideravel, ostenta uma folhagem pouco densa, cuja caracteristica distintiva
reside na tonalidade avermelhada que adquire no inicio da primavera, conferindo-lhe uma
identidade visual inconfundivel (Carvalho, 2014).

Esta espécie apresenta folhas compostas, alternas e paripinadas, compostas por até seis
pares de foliolos, os quais possuem dimensdes variaveis, situando-se entre 2 a 4,5 centimetros de
comprimento e 1 a 2 centimetros de largura (Carvalho, 2014; Russo, 2022). Os foliolos estéo
sustentados por peciolos de 1 a 1,5 centimetros de comprimento, caracterizados por sua natureza
glandulosa. Destaca-se que as folhas recém-desenvolvidas exibem coloracdo rosa-clara,
constituindo-se como um elemento distintivo valioso para fins de identificacdo taxonémica
(Carvalho, 2014).

As flores da copaibeira sdo zigomorfas e apétalas, apresentando quatro sépalas livres. A
corola destas flores varia de branco-amarelada a creme-rosada, com dimensdes que oscilam entre
4 a 6 milimetros de comprimento ou 8 milimetros de didmetro quando completamente
desabrochadas (Carvalho, 2014; Crestana e Kageyama, 1989). Dotadas de perfume, as flores sdo
efémeras e dispostas em paniculas terminais que abrangem quase a totalidade da copa da arvore,
alcancando até 10 centimetros de comprimento e contendo de 5 a 35 flores por inflorescéncia
(Carvalho, 2014).

O fruto da copaiba é um legume unispermo, deiscente e estipitado, assumindo uma forma
obliquamente elipséide. Inicialmente de coloracdo avermelhada quando jovem, o fruto transiciona
para tons de marrom durante a maturagdo. Destaca-se pela elevada concentracdo de 6leo em seu
interior, apresentando dimensfes que variam entre 4 a 5 centimetros de comprimento por 2 a 3
centimetros de largura (Crestana e Kageyama, 1989).

A copaibeira é uma planta hermafrodita, caracterizada por um sistema de reproducéo
predominantemente alégamo e misto (Pedroni et al., 2002; Kuhlmann, 2018). No contexto da
polinizacdo, abelhas europeias ou africanizadas (Apis mellifera) e irapuas (Trigona spinipes)
atuam como principais vetores, conforme documentado por Kuhlmann (2018). A floracdo da

copaiba ocorre em diferentes periodos ao longo do ano, dependendo da regido geografica (Silvério
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e lenza, 2010). Vale ressaltar que, no Estado de Sdo Paulo, o florescimento ndo é um evento anual,
conforme constatado por Crestana (1989). Em um contexto especifico, na regido de Alfenas, MG,
constatou-se que cada arvore de copaiba permanece em fase de floracdo, em média, por dois meses
(Carvalho, 2014).

A disperséo dos seus frutos e sementes adota predominantemente o mecanismo zoocarico,
contando com a participacao de aves e alguns mamiferos como agentes dispersores (Motta Junior
e Lombardi, 2002). Entre as aves notaveis nesse processo, destacam-se o tucanucu (Ramphastos
toco), a gralha-do-campo (Cyanocorax cristatellus) e o sabia-laranjeira (Turdus rufiventris), que
ingerem o arilo e, posteriormente, regurgitam a semente, conforme observado por Motta Junior e
Lombardi (2002). Além disso, 0 macaco muriqui (Brachyteles arachnoides) desempenha um papel
significativo ao abrir o fruto para extrair o arilo da semente, sendo que, em muitas instancias, a
semente € ingerida e excretada nas fezes, caracterizando um processo de dispersdo endozoocorica,
conforme documentado por Traveset e Verdd (2002). O mesmo padrdo de comportamento é
observado no macaco-prego (Cebus apella nigritus), como evidenciado por Oliveira et al., (1995).
Este processo evidencia a interacdo sinérgica entre a copaibeira e a fauna local, contribuindo para
a disseminacéo eficiente de suas sementes na ecologia da comunidade vegetal circundante.

A copaibeira é importante por sua relevancia socioecondmica, uma vez que o 6leo resinoso
extraido de sua casca, conhecido como 6leo de copaiba, possui propriedades medicinais, sendo
historicamente utilizado por comunidades indigenas e tradicionais na medicina tradicional (Fiedler
et al., 2008; Souza et al., 2023). O Gleo-resina, obtido a partir do tronco da arvore de copaiba,
apresenta propriedades medicinais, cosméticas e industriais (Rigamonte et al., 2006; Souza et al.,
2023).

Nesse sentido, houve uma progresséo no entendimento generalizado acerca da utilizagéo
do 6leo-resina de copaiba, suscitando interesse por parte da comunidade cientifica (Frazdo et al.,
2023). Alem disso, utiliza-se a mesma para aplicacdo comercial, sendo interesse das industrias
farmacéutica, cosmética e alimenticia (Mendonga; Alves; Santos, 2023). O aporte econdmico
oriundo da exploracdo do 6leo desempenha um papel significativo no suprimento financeiro das
comunidades locais, destacando-se, de forma emblematica, como um elemento proeminente nos

ecossistemas tropicais. (Mendonca; Alves; Santos, 2023).

3.2.2 Pequizeiro

O pequizeiro apresenta porte arboreo, crescendo geralmente como uma arvore frondosa,
espalhada e de altura variavel, chegando a alcancar 15 metros de altura nos cerrados de Minas
Gerais. Nativo em cerraddo distrofico e mesotrofico, cerrado denso, cerrado stricto sensu e cerrado
ralo, sua espécie de adapta com facilidade aos distintos tipos de solo e de condi¢do de crescimento
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que sdo ocorrentes nestas regides (Carvalho et al., 2015). Seu fruto é do tipo drupa, com epicarpo
espesso de coloracdo esverdeada. O mesocarpo externo exibe uma textura coridcea, variando de
coloragdo esbranquicada a amarelada, enquanto o mesocarpo interno (polpa) possui uma
tonalidade amarelada (Lopes et al., 2016). O endocarpo, por sua vez, é revestido por espinhos e
desempenha a fungéo de proteger a améndoa, localizada na regido central do fruto (Gongalves et
al., 2015; Bess et al., 2020; Lopes et al., 2020).

Os frutos do pequizeiro iniciam o processo de maturagdo em meados de novembro,
estendendo-se até o inicio de fevereiro, abrangendo principalmente os estados do Centro-Oeste,
Nordeste, Norte e partes do Sudeste, demandando aproximadamente trés a quatro meses apos 0
periodo de floracdo para atingirem a plena maturidade (Gribel, 1986). A cronologia da floracdo e
frutificacdo do pequizeiro exibe variacdes regionais, sendo mais precoce ao norte e mais tardia ao
sul do Cerrado (Gomes et al., 2023). Ha registros de uma eventual antecipada, embora menos
proeminente, manifestando-se nos meses de julho e agosto (Gribel, 1986).

O seu fruto € revestido por uma casca espessa e espinhosa, conferindo-lhe uma eficaz
protecdo contra potenciais predadores (Lopes et al., 2016). Os espinhos, proeminentes na
superficie do fruto, sdo distintivamente reconheciveis, contribuindo para a identificagdo visual
caracteristica do pequi (Barroso et al., 2020). A sua polpa é notavel pela presenca de 6leos, 0s
quais possuem diversas aplicagdes, incluindo o uso como condimentos, na fabricagéo de licores,
na industria de lubrificantes e na produgéo de produtos cosméticos, como sabao, sabonete, xampus
e cremes (Lopes et al., 2016). A literatura cientifica documenta teores elevados de carotenoides
totais para o pequizeiro, embora apresentem notavel variabilidade. Fraga et al., (2023) relata em
seu trabalho que os niveis de carotendides totais variaram entre 7,25 mg por 100 g, influenciados
pelo grau de maturacdo. Essa variacdo destaca a importancia de considerar o estagio de maturidade
ao avaliar a composicao quimica dos frutos do pequizeiro.

As folhas séo do tipo compostas folioladas, cada foliolo, em sua maioria, apresenta uma
configuragdo eliptica ou lanceolada, caracterizando-se por margens crenada, vilosa em ambas
faces ou as vezes subglabras na face adaxial (Lopes et al., 2016; Rezende; Caixeta; Queiroz, 2023).
A organizacéo das folhas ao longo dos ramos contribui para a formacédo de uma folhagem densa.
Essas folhas s@o ricas em taninos, classificados como polifendis, uma categoria de substancias
organicas amplamente distribuida em diversas plantas e frutas (Pinto; Pereira; Firmo, 2019). As
folhas se enquadram como coriaceas, atributo que favorece a resisténcia fisica da folha,
proporcionando uma defesa eficaz contra fatores adversos do ambiente, contribuindo para a
integridade e sobrevivéncia da planta em seu habitat natural (Rocha et al., 2011; Pinto; Pereira;
Firmo, 2019).
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As flores do pequizeiro manifestam caracteristicas hermafroditas, apresentando 6rgéos
reprodutivos masculinos (estames) e femininos (ovario) dentro de uma mesma estrutura floral
(Lopes et al., 2016). A coloracdo das flores varia entre tons de amarelo e alaranjado (Almeida et
al., 1998; Lorenzi, 2000; Carvalho, 2009). A polinizacdo da planta é predominantemente
conduzida por insetos, notadamente abelhas e vespas, além de outros animais que desempenham
um papel essencial nesse processo reprodutivo (Vasques; Costa; Leite, 2023). O pequizeiro
desenvolve um sistema radicular profundo que permite a planta acessar agua em camadas mais
profundas do solo durante periodos de seca, evidenciando uma estratégia fisioldgica que favorece
a sobrevivéncia em um ambiente caracterizado por desafios sazonais relacionados a
disponibilidade de 4gua (Van Schaik et al., 1993; Borchert et al., 2004).

Gribel (1986) aborda em sua obra que os eventos fenoldgicos se manifestam
predominantemente durante a estacdo seca, sendo que na estacdo chuvosa as atividades
morfogénicas aparentemente cessam, a exce¢do do desenvolvimento e maturacdo dos frutos. O
autor ainda relata que o fenbmeno de queda de folhas tem inicio no inicio da estacdo seca,
intensificando-se, de modo particular, nos meses de junho ou julho. Paralelamente ou
imediatamente ap0s a queda das folhas, observa-se a brotacdo de folhas novas e de botdes. Cada
ramo, em sua maioria, emite entre dois a trés pares de folhas, associados a uma inflorescéncia
terminal. Este padrdo fenoldgico se mantém até o inicio da estagcdo chuvosa, momento em que as
folhas continuam seu desenvolvimento. A abertura dos bot6es florais ocorre aproximadamente um
més a um més e meio apds a emissdo das inflorescéncias, marcando o inicio do processo
reprodutivo da espécie (Gribel, 1986).

O pequizeiro é caracterizado como uma planta auto compativel, no entanto, produz mais
frutos por meio de fecundagdo cruzada (Gribel; Hay, 1993). A taxa de germinagdo do pequi é
notoriamente baixa e lenta, oscilando entre 20% e 30%, com um maximo de 60% o (Araujo, 1994;
Sa-Carvalho et al., 1994; Pereira et al., 2004). A emergéncia das plantulas pode variar
significativamente, abrangendo um periodo de 60 dias até um ano (Souza et al., 2007; Lopes et
al., 2016). Pesquisas sugerem que a causa da dorméncia esta vinculada a cobertura da semente,
conhecida como endocarpo, caracterizando-se como uma dorméncia fisiologica (Dombroski et al.,
2010; Lopes et al., 2016). Quanto a germinacdo em condi¢Bes naturais, ocorre em uma taxa
bastante reduzida, atribuida a dorméncia das sementes e, possivelmente, a intervengdo humana,
que resulta na devastacdo do cerrado para expansdo agropecudria e praticas de extrativismo
predatorio (Lopes et al., 2016; Caldeira; Parré, 2020).

A utilizacdo do pequi é tradicional e valorizada na cultura sertaneja (Oliveira, 2009). Sua

exploracdo € de importancia socioecondmica, agrupada em um conjunto de atividades, como



23

coleta, transporte, consumo do fruto in natura e derivados e a comercializagdo (Silva et al., 2021).
A exploracdo desse fruto é de forma sazonal, principalmente nas areas rurais do norte de Minas
Gerais, Goias e Mato Grosso, com contribui¢cdo econémica dessa atividade e complemento de
renda dos agricultores (Felfili et al., 2004; Ribeiro et al., 2008). Diversas unidades familiares
obtém sua renda anual por meio da comercializacéo da fruta e do 6leo do pequi, alcangando, em
alguns casos, até 57% do montante total de seus ganhos (Gomes, 2000; Oliveira, 2006; Borges et
al., 2020).

A preservacdo do pequi mediante a aplicacdo da técnica de conserva representa uma
modalidade de processamento que tem obtido notavel reconhecimento nas regides produtoras,
inclusive ampliando sua presenca no mercado de exportacdo (Candido; Malafaia; Rezende et al.,
2012). A producdo do pequi em conserva adere as técnicas de fabricacdo comumente empregadas
para outros produtos preservados, como palmito e azeitona, aderindo estritamente as normas e
limites regulamentares referentes a aditivos alimentares (Rodrigues et al., 2020; Faleiro et al.,
2022). Além de seu emprego na producao de 6leo, licor e conserva, a polpa do pequi serve como
matéria-prima na confeccdo de uma diversidade de produtos. Entre eles, destacam-se doces, bolos,
farinhas, temperos (em forma liquida ou em tabletes), cosméticos, sabdo artesanal, sucos e sorvetes
(Rodrigues et al., 2020). Essa variedade de aplicacdes ressalta a versatilidade do pequi como
recurso na indudstria alimenticia e em diversos setores, contribuindo para o seu aproveitamento
econémico e valorizando suas propriedades sensoriais e nutricionais (Benevides et al., 20009;
Oliveira et al., 2011; Kuhlmann, 2018).

3.3  Diversidade genética em espécies florestais

As exploracdes encontram-se ameacadas por alguns fatores, como a erosdo genética e
técnicas de propagacdo (Gongalves et al., 2010). A exploracdo bem gerenciada pode,
paradoxalmente, resultar em conservacdo (Ronchi; Coutinho; Bonfim, 2022). A implementacao
de praticas de manejo, que incluem colheita seletiva, preservacdo de habitats criticos e o
estabelecimento de areas de protecdo, pode contribuir para a preservacao da variabilidade genética
(Sabogal et al., 2006; Ronchi; Coutinho; Bonfim, 2022). Uma op¢do para minimizar tais
problematicas € um melhor conhecimento dos recursos genéticos da regido, contribuindo assim
para sua conservacgéo (Jepson, 2005; Ferreira et al., 2016).

No sentido de conservacéo de plantas de contexto florestal, & importante que se mantenha o
nivel de diversidade genética encontrado nas popula¢des naturais. Saber como essa variabilidade
esta distribuida dentro das populacGes é de suma importancia para o0 ndo comprometimento da
perpetuacdo da espécie, o procedimento da conservacao envolve a realizacdo de estudos genéticos,
andlises de diversidade genética e monitoramento de pardmetros populacionais ao longo do tempo
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(Botrel; Carvalho, 2004).

O estudo de diversidade genética € um campo utilizado para pesquisas de estratégias de
conservacao, levantamentos e monitoramentos de populacgdes, critérios de listas de extincao, e no
manejo das populagdes naturais (Hmeljevski et al., 2011; Reis et al., 2012). Este campo de estudos
é importante para a sobrevivéncia das populacGes de espécies arboreas as intempéries do meio e
faz-se necessaria cada vez mais, tendo em vista que, quanto maior a variabilidade genética, maior
¢ o potencial de adaptacéo frente a mudancas ambientais (Townsend et al., 2010). Ao compreender
a diversidade genética de espécies florestais, pode-se desenvolver estratégias de conservagao mais
eficazes, como a protecdo de &reas naturais e a implementagdo de programas de reproducédo e
reintroducdo de espécies em risco (Cogo et al., 2020; Rosa et al., 2021). A diminuicdo da
diversidade genética pode resultar na erosdo genética, ocasionando maior susceptibilidade das
populacOes a doengas, perturbacdes ambientais e outros elementos adversos. (Rosa et al., 2021).

A diversidade genética desempenha um papel significativo na avaliacdo comparativa de
sistemas de conservacao in situ e ex situ. 1sso é realizado mediante a analise das variacdes entre
populacbes mantidas em seus ambientes naturais e em condic¢des controladas fora deles, conforme
destacado por Santos (2009). Além disso, a diversidade é instrumental na comparacdo entre
distintos sistemas de manejo, contribuindo para a delimitacdo de unidades de interesse (Novello et
al., 2018; Zechini et al., 2018). A aplicacdo da diversidade genética estende-se ao monitoramento
e manejo de areas, como destacado por Frankham (2010). Adicionalmente, a diversidade genética
pode ser incorporada em estratégias de otimizacdo visando conservar a maxima riqueza e
diversidade genética com o menor consumo de recursos possivel, conforme sugerido por Diniz-
Filho et al. (2016).

A variabilidade genética da Copaibeira e do Pequizeiro pode ser estudada por meio de
diferentes marcadores moleculares, como SSR (Simple Sequence Repeat) e RAPD (Randomly
Amplified Polymorphic DNA), que permitem a identificacdo de variagdes no DNA de diferentes
populacdes, possibilitando a anélise da diversidade genética e a identificagdo de padrdes
geogréficos de distribuicdo da variabilidade (Mondini et al., 2009). Estas analises envolvem varias
etapas. Inicialmente, amostras de DNA sdo coletadas de diferentes populacdes da espécie em
estudo. O DNA é extraido e amplificado usando primers, que visam locais no genoma. Os produtos
amplificados sdo entdo separados por eletroforese, gerando padrfes de bandas Gnicos para cada
amostra. A analise desses padrdes permite comparar a variabilidade genética entre populag6es.
Técnicas estatisticas, como analise de agrupamento ‘Hierarquico’ e ‘Otimizagdo de Tocher’, Sdo
aplicadas para quantificar e comparar a diversidade genética, permitindo a identificacdo de padrdes

geogréficos (Jodo et al., 2023; Santos et al., 2023). Os resultados fornecem insights sobre a
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estrutura populacional, migracdo historica e influéncias ambientais na variabilidade genética,
contribuindo para uma compreensao mais aprofundada das popula¢fes naturais estudadas.

A regido norte e noroeste de Minas Gerais carece de estudos abrangentes sobre a
diversidade genética da copaibeira e do pequizeiro. A auséncia de investigacdes especificas nessa
area representa uma lacuna significativa no conhecimento cientifico sobre elas, impedindo uma
compreensdo abrangente de sua distribuicdo e estrutura genética nessas areas, apresentando
estudos normalmente no estado do Mato Grosso e algumas regides do norte de Minas Gerais (Melo
Junior et al., 2004, Maltezo; Medeiros e Rossi, 2021).

3.4 Oligonucleotideos ISSR aplicados a estudos de diversidade

Os marcadores moleculares sdo ferramentas utilizadas para o gerenciamento de recursos
genéticos, caracterizacdo e avaliacdo da diversidade genética dentro e entre populagdes, selecdo
assistida, clonagem e mapeamento apresentando alta eficiéncia para os programas de estudo de
diversidade genética (Matsumura et al., 2015; Oliveira, 2018; Aguilar et al., 2020). Alguns
marcadores moleculares disponiveis atualmente, oferecem uma ampla capacidade de amostragem
no genoma, possibilitando de maneira automatizada e a custos reduzidos a analise de um conjunto
diversificado de individuos. As discrepancias entre esses individuos sdo obtidas por meio da
deteccdo de variacGes presentes no DNA, caracterizadas como polimorfismos genéticos. Essa
abordagem molecular torna-se um instrumento para estudos de variabilidade genética, relevante
para investigacdes filogenéticas e evolutivas, bem como para aplicagdes praticas em programas de
melhoramento genético e na gestdo de bancos de germoplasma. A eficiéncia dessa metodologia
foi ressaltada por Guimardes et al. (2009) e Toppa e Jadoski (2013), consolidando seu potencial
na avaliacdo abrangente da diversidade genética em diferentes contextos bioldgicos.

A varredura de amplicons em genomas por meio de oligonucleotideos ISSR é uma técnica
molecular utilizada para analisar a variabilidade genética de organismos. Seu embasamento ocorre
através da amplificacdo de regides entre sequéncias de repeticao simples usando oligonucleotideos
ISSR (Hadeithi; Jasim, 2021). Esses oligonucleotideos sdo curtos e possuem sequéncias de bases
que sdo complementares a regides repetitivas presentes no genoma, permitindo assim que sejam
amplificadas por PCR (Polymerase Chain Reaction). Através da amplificacdo dos amplicons
gerados pela PCR, pode-se analisar a variabilidade genética presente em um organismo. Para
andlise de espécies vegetais, essa técnica € especialmente Gtil, pois como outros organismos, estes
apresentam regides repetitivas em seus genomas (Rosa et al., 2021).

Os ISSRs foram desenvolvidos a partir da necessidade de explorar repeticdes microssatélites
sem a utilizacdo de sequenciamento do DNA (Zietkiewicz; Rajalski; Labuda, 1994). Com isso,
Varios projetos que possuem como objetivo o estudo de diversidade genética, vém utilizando os
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oligonucleotideos ISSR, que se destacam pela independéncia de informacdes prévias do genoma
(Santana et al., 2011). Entretanto, possuem como desvantagem a natureza dominante, que pode
ser compensada pelo aumento do nimero de locos amplificados (Zietkiewicz; Rajalski; Labuda,
1994; Godwin et al., 1997). Os oligonucleotideos ISSRs amplificam as regides entre sequéncias
microssatélites, amplamente utilizados em estudos de estruturas populacionais (Ng; Tan, 2015).

Os SSRs (Simple Sequence Repeats), conhecidos como microssatélites, desempenham um
papel crucial na obtencdo dos ISSRs (Inter Simple Sequence Repeats) (Zietkiewicz; Rajalski;
Labuda et al., 1994). A contribuicdo dos SSRs reside na sua abundancia nos genomas, fornecendo
sitios ideais para o design de primers especificos (Buso et al., 2003). A utilizacdo desses primers
SSR na técnica ISSR permite amplificar regides gendémicas flanqueadas por sequéncias repetitivas,
sem a necessidade prévia de identificar microssatélites especificos (Mullis; Faloona, 1987). Isso
confere aos ISSRs uma versatilidade notavel em estudos genéticos, especialmente quando a
informacéo prévia sobre as sequéncias de microssatélites é limitada ou desconhecida (Turchetto-
Zolet et al., 2017).

Além disso, a importancia evolutiva das repeticdes simples nos genomas é evidente.
Microssateélites sdo locais altamente mutaveis, sujeitos a taxas elevadas de slippage, recombinacéo,
adaptacao e regulacdo génica, contribuindo para a variabilidade genética nas populacdes (Wierdl
etal., 1997; Harr et al., 1998; Buschiazzo; Gemmell, 2006). Essa variabilidade é fundamental para
processos evolutivos, incluindo adaptacdo a ambientes em mudanca, diferenciacéo populacional e
especiacdo (Cogo et al., 2020). Portanto, a presenca generalizada de SSRs nos genomas representa
uma fonte essencial de variabilidade genética e desempenha um papel central na abordagem eficaz
da técnica ISSR na avaliagdo e caracterizagdo da diversidade genética em estudos evolutivos e
populacionais (Zietkiewicz; Rajalski; Labuda et al., 1994; Jesus et al., 2020).

O ISSR produz bandas mais confidveis e reprodutiveis quando comparado a outro marcador
dominante, como RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), devido a temperatura de
anelamento e acesso a um maior nimero de sequéncias (Yang et al., 2011). Os marcadores ISSR
apresentam uma técnica rapida, eficiente e que ndo requer informacédo prévia do sequenciamento
do genoma do organismo em estudo, podendo ser utilizados em varias espécies (Turchetto et al.,
2017; Felix et al., 2020). Estes, sdo segmentos de acidos nucléicos sintéticos, necessarios para o
inicio da amplificacdo do DNA, constituidos geralmente por 15 a 20 bases nitrogenadas, em fita
simples. A variacdo gradual de temperatura (gradiente de temperatura) nesses segmentos € crucial
para otimizar as condi¢cdes de hibridizacdo, garantindo uma replicacdo seletiva e precisa do
material genético. (Zietkiewicz; Rajalski; Labuda, 1994; Chagas et al., 2015).

Os tamanhos dos fragmentos amplificados variam de 200 a 2000 pb e apresentam na grande
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maioria alta reprodutibilidade, devido, possivelmente, ao uso de iniciadores longos, que sao
capazes de, em uma unica reacdo de PCR, reconhecer multiplos locos no genoma para amplificar
principalmente as sequéncias inter microssatélites de diferentes tamanhos (Zietkiewicz; Rajalski;
Labuda, 1994). Devido a sua ampla aplicabilidade em estudos genéticos, os marcadores
moleculares tém se mostrado eficazes na determinacdo da diversidade genética de populacoes
naturais (Abdul; Muneer, 2014). A colecao disponibilizada University of British Columbia (UBC
primer set #9, Vancouver, Canada) refere-se a uma série de oligonucleotideos, desenvolvidos
como marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeat), desenvolvidos pela Universidade da
Columbia Britanica, Canada (Cuchi et al., 2023).

A ploidia da copaibeira e do pequizeiro tém sido objeto de estudos recentes, fornecendo
insights cruciais para a compreensao de sua diversidade genética e adaptacdo ambiental, aspectos
fundamentais para estratégias efetivas de conservacdo e manejo sustentavel (Santos et al., 2018;
Maltezo; Medeiros e Rossi, 2021). Para a Copaibeira, é fundamental adotar praticas como a
colheita seletiva, visando a extracdo controlada do Oleo-resina, evitando danos excessivos as
arvores e promovendo a regeneracao natural. Além disso, a implementacdo de planos de manejo
que definam ciclos de exploracdo, considerando as caracteristicas ecofisiologicas da espécie, é
crucial (Maltezo; Medeiros e Rossi, 2021). No caso do pequizeiro, estratégias operacionais devem
ser orientadas para a colheita sustentavel dos frutos, promovendo a dispersao eficiente de sementes
e preservando as arvores maduras (Xavier et al, 2007). O estabelecimento de areas de conservagao,
aliado a educacdo ambiental e ao envolvimento das comunidades locais, contribui para a protecao
dessas espécies e dos ecossistemas associados (Silva; Anunciacdo, 2023). A pesquisa continua
para avaliar os impactos das praticas de manejo, monitorar as populagdes e ajustar as estratégias
conforme necessario é imperativa para assegurar a sustentabilidade a longo prazo dessas

importantes espécies arbdreas na regido (Souza et al., 2023).
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RESUMO. A coapibeira (Copaifera langsdorffii Desf.) e o pequizeiro (Caryocar brasiliense
Camb.) sdo espécies importantes da flora brasileira, desempenhando fungdes relevantes em
ecossistemas tropicais. Estudos de diversidade genética apoiam a elaboracdo de estratégias
eficazes de conservagdo, manejo sustentavel e compreensdo de dindmicas populacionais,
assegurando a preservacao destes recursos. O presente estudo teve como objetivo estimar a
diversidade genética entre acessos de copaibeira e pequizeiro em municipios situados na
mesorregido Norte e Noroeste do estado de Minas Gerais, Brasil por meio de oligonucleotideos
ISSR (Inter Simple Sequences Repeats). Foram obtidos 20 acessos de copaibeiras e 40 acessos de
pequizeiros. Utilizou-se um protocolo adaptado do método CTAB. Foram submetidos 16
oligonucleotideos a testes de gradiente na copaiba, dos quais 11 evidenciaram polimorfismos entre
0s acessos em condicdes especificas de anelamento. No caso do pequizeiro, dentre os 100
oligonucleotideos testados, apenas quatro manifestaram polimorfismo, inviabilizando a construcéo
de matrizes binarias viaveis para a estimacao das dissimilaridades. As amplificagdes da copaibeira
produziu 105 fragmentos utilizados na geracdo da matriz de dissimilaridade, revelando uma
variabilidade geral entre os 20 acessos (de 19,04% a 75,38%). A estimativa do poder
discriminatorio do loco em Hoiigo foi de 0,2837, enquanto o do PICoiigo foi de 0,2279. Quando
analisadas as dissimilaridades entre pares de acessos, 97 deles apresentaram valores superiores a
50%. O Coeficiente de Correlagdo Cofenética (CCC) foi elevado, atingindo 0,8275 nos
procedimentos de obtencdo do dendrograma (estresse de 11,92%). As aplica¢es dos métodos de
agrupamentos ‘Hierarquico’ ¢ ‘Otimizacdo de Tocher’ resultaram na separa¢do em trés grupos,
distinguindo os acessos 1, 14 e reunido dos demais. Os resultados dos testes dos pequizeiros
sugerem a necessidade da utilizagcdo de outros marcadores para construcdo da dissimilaridade.
Enquanto aos resultados das copaibeiras, apresentam potencial para subsidiar a elaboracdo de
estratégias de conservacao.

Palavras-chave: Dissimilaridade Genética; Bioma Cerrado; Conservacdo; Estrutura
Populacional; Marcadores Moleculares.
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INTRODUCAO

A copaibeira (Copaifera langsdorffii Desf.), conhecida popularmente como copaiba,
configura-se como uma relevante espécie arborea da familia Fabaceae. Apresenta um padrdo de
crescimento lento, ultrapassando raramente a marca de 2 metros nos primeiros dois anos de
desenvolvimento (Lorenzi, 2008). Entretanto, demonstra a capacidade de atingir alturas entre 25 a
35 metros, de ampla distribuigdo no Brasil, principalmente no Cerrado e Amazonia (Silva; Filho,
2021). O principal produto de interesse derivado da copaiba € o Gleo, cujas propriedades
fitoquimicas conferem-lhe uma ampla aplicacdo, notadamente nas areas de nutricdo humana,
cosméticos e farmacos; destinados tanto ao uso humano quanto veterinario (Trindade; Silva;
Setzer, 2018). A presenca da copaiba exerce significativa importancia para as micro, meso e
macrofaunas, contribuindo para o equilibrio ecoldgico, por meio de seus beneficios diretos e
indiretos na promocéo da biodiversidade e na manutengéo dos ecossistemas (Coelho et al., 2020;
Derengoski et al., 2022).

O pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.) é uma espécie arborea semidecidua, heliéfita
e xerofita seletiva, crescendo como arvore frondosa com variagfes em resposta ao ambiente,
distribuindo-se pelo bioma Cerrado (Lisboa et al., 2020). Os frutos possuem elevada importancia
em aspectos socioecondmicos, com destaque para culinarias regionais, extracao de 6leo e xaropes
medicinais (Ataide et al., 2019). Sua comercializacéo subsidia fontes de renda extras, contribuindo
para economias regionais, o que traz beneficios para agricultores familiares e comunidades
tradicionais durante a safra do pequi (Silva, 2009). A comercializagdo pode ocorrer de forma
direta, em feiras e mercados locais, ou indireta, por meio de intermediarios e cooperativas
especializadas em produtos regionais.

As atividades extrativistas configuram-se como uma alternativa econémica ao
desmatamento e a monocultura, baseando-se em praticas que visam a utilizacdo dos produtos sem
comprometer a integridade dos ecossistemas. Essa abordagem enfatiza a obtengéo de recursos de
forma equilibrada, respeitando os limites de regeneracdo da biodiversidade local (Silva, 2011;
Oliveira et al., 2017). Além disso, incentiva a preservacao do cerrado ao viabilizar praticas que
valorizam a conservacdo, garantindo a preservacdo a longo prazo dos recursos, mediante a
promogédo da manutencdo da biodiversidade e a minimiza¢do dos impactos ambientais (Silva;
Souza, 2022; Ferreira; Bartachevits, 2022).

No contexto da copaibeira, a pratica extrativista esta intrinsicamente vinculada a obtencéo
de d6leo com finalidades industriais e a exploracdo madeireira, destacando-se como as principais
atividades associadas a essa espécie. A sua madeira possui propriedades de notavel resisténcia a
umidade e ataques de insetos xiléfagos, tornando-se particularmente atrativa para o mercado (Pieri
etal., 2009). Com isso, 0 pequizeiro e a cobaibeira encontram-se suscetiveis a ameacas decorrentes
de limitagcbes técnicas de manejo, as quais dependem do entendimento dos efeitos da erosdo
genética, bem como dos mecanismos vegetativos e reprodutivos, como discutido por Silva et al.
(2012). Dessa forma, uma abordagem equilibrada para instituir tal exploracdo deve estar
fundamentada no entendimento da dispersao filogeogréfica, destacando o estudo da diversidade
genética. Tais conhecimentos revelam-se essenciais para subsidiar programas de conservacéo de
recursos genéticos e praticas de manejo florestal (Vilela et al., 2008; Garcia et al., 2020).

Os padrBes de variabilidade genética observados entre 0s acessos de copaibeira e
pequizeiro possibilitam aprimorar a sele¢do, conservacdo e aplicacdo de técnicas de manejo
condizentes com as particularidades dessas espéecies de ocorréncia natural, sendo efetuada através
da andlise sistematica de marcadores genéticos selecionados, coleta de dados genbémicos,
interpretacdo abrangente dos resultados e subsequente desenvolvimento de abordagens
estratégicas congruentes com o0s objetivos predefinidos (Gomes et al., 2022). Autores de estudos
gue norteiam a analise de diversidade genética de espécies vegetais e animais, muitas vezes
optaram por oligonucleotideos ISSR (Inter Simple Sequences Repeats) para suas pesquisas, pois
sdo reprodutiveis em diferentes laboratérios e produz bandas mais confiaveis e reprodutiveis
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quando comparado a outro marcador dominante, como RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA), devido a temperatura de anelamento e acesso a um maior numero de sequéncias (Yang et
al., 2011; Ng; Tan, 2015).

Sendo assim, a utilizacdo de oligonucleotideos ISSR em estudos de diversidade genética é
fundamental para o desenvolvimento de estratégias eficazes de conservacao. A técnica possibilita
a avaliacdo intrapopulacional da diversidade genética, permitindo identificar padrdes, como a
distribuicdo geogréfica dessa variabilidade (Charlesworth, 2009). A analise contribui
significativamente para a compreensdo da estrutura populacional, facilitando a identificacdo de
areas com diferentes niveis de diversidade genética e, consequentemente, a priorizagdo de locais
para acOes de conservacdo e restauracdo, aumentando as perspectivas de reintroducdo bem-
sucedida. Com base nessas informacdes, 0s gestores de conservacdo podem implementar
estratégias de manejo adaptativo, abordando desafios como mudancas climaticas, pragas ou
doencas, e realizar 0 monitoramento continuo das populacBes ao longo do tempo, prevenindo
potenciais efeitos de gargalo genético (Caballero et al., 2010; Felix et al., 2020; Morillo et al.,
2022; Pimenta et al., 2022). Diante disso, 0 presente estudo objetivou realizar uma analise da
diversidade genética entre acessos pertencentes a uma colecdo de copaibeira e outra de pequizeiro,
mediante a utilizacdo de oligonucleotideos ISSR.

MATERIAL E METODOS
Material genético e estratégias de avaliagdo

Para a constituicdo de duas cole¢Ges que abrangem acessos de copaibeira e pequizeiro,
procedeu-se a coleta de folhas em diversos municipios localizados na mesorregido Norte e
Noroeste do estado de Minas Gerais, Brasil. Os acessos de copaibeiras foram adquiridos em
Montes Claros-MG e Mirabela-MG, totalizando 20 acessos. Por sua vez, 0s acessos de pequizeiro
foram coletados em Bocaiuva-MG, Bonfindpolis-MG, Dom Bosco-MG e Salinas-MG, totalizando
40 acessos. Posteriormente, foram conduzidos procedimentos moleculares e biométricos para
estimar a diversidade genética. Todos os procedimentos foram conduzidos nas instalagfes do
Laboratorio de Biotecnologia, situado no Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal
de Minas Gerais, Campus Regional Montes Claros.

Analises moleculares

Os acessos coletados foram previamente armazenados em um ultrafreezer a -80°C para
conservacdo dos materiais vegetais. As extracGes de DNA seguiram o0s procedimentos
preconizados por Doyle e Doyle (1990), com algumas adaptagdes propostas neste trabalho. As
modificacbes incorporadas no protocolo incluiram a introducdo do agente PVP
(polivinilpirrolidona), cujo propoésito é a remocdo de polifendis e a prevencdo da oxidacdo dos
metabdlitos secundarios presentes no tecido vegetal (Ferreira e Grattapaglia, 1998).
Adicionalmente, foi implementada uma etapa suplementar de extragdo utilizando cloroférmio-
alcool isoamilico, favorecendo a remocéo de proteinas e lipidios, promovendo a purificacdo do
DNA, e a inclusdo do tratamento com RNase ap0s a etapa de extragdo com cloroférmio e antes da
precipitacdo do DNA com isopropanol gelado (Agwanda et al., 1997). Uma adaptacdo adicional
consistiu na eliminacdo do reagente fenol, devido a sua conhecida toxicidade. Além disso, o
procedimento de armazenamento das amostras a 4°C foi substituido pela incubacdo em freezer a -
20°C.

Inicialmente, o banho-maria (Equipamento da marca LimaTec, modelo NOVUS N1030)
foi ajustado a 65°C. Em seguida, as amostras foram maceradas com pildo e nitrogénio liquido até
que o tecido estivesse completamente pulverizado. O tecido recém-macerado no crisol (cadinho)
foi transferido para os microtubos, nos quais 800 pL de tampéo de extracdo foram adicionados
[CTAB 2% (m/v); Tris-HCI 100 mM pH 8,0; EDTA 20 mM pH 8,0; NaCl 1,4 M; PVP 40= 1%y,
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sob condi¢des que incluiram a adi¢do de B-mercaptoetanol ao tampéo (40 puL de 3-mercaptoetanol
para 20 mL de tampao).

Os microtubos foram incubados em banho-maria por 1 hora, fazendo-se agitacdes a cada
10 min. Posteriormente, estes foram retirados e deixados em temperatura de 25°C por 30 min para
resfriamento. Em seguida, procedeu-se a primeira extracdo com solvente organico (600 pL de
Cloroférmio: Alcool isoamilico, na proporcéo de 24:1, respectivamente), na qual os tubos foram
agitados por 5 minutos para formar uma emulsdo homogénea. Os microtubos foram entéo
submetidos a uma centrifuga por 10 min em 10.464,48 forca g, (Equipamento da marca Solab,
modelo SL-706).

Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi pipetado para novos microtubos. Estes ultimos
foram incubados em banho-maria a 37°C por 30 min, aos quais foram adicionados 10 uL de
RNAse a 10mg/mL. Em seguida, foram adicionados 60 pL da solugdo CTAB 10% [1,4M NacCl]
a fase aquosa, sendo agitadas por 5 min até homogeneizagdo da solugdo. Subsequentemente, um
novo passo de desproteinizacdo foi reiterado, incorporando-se 600 pL de cloroférmio e alcool
isoamilico no microtubo, seguida de centrifugacdo por um periodo de 10 min em 10.464,48 forca
g, a uma temperatura de 4°C. A fase aquosa superior foi retirada e transferida para um novo
microtubo, ao qual foram adicionados 450 pL de isopropanol gelado. Os microtubos foram entéo
submetidos ao refrigerador a 5°C por 12 h.

Apds a precipitacdo do DNA, os tubos foram submetidos a uma nova centrifugagdo por 10
min em 14.243,32 forca g, a 4°C. Em seguida, 200 pL de etanol 70% foram adicionados aos
pellets, que foram deixados por 10 minutos em 37°C. Posteriormente, ocorreu uma segunda
centrifugagdo em 14.243,32 forga g, por 10 minutos a 4°C. Em seguida, os pellets foram expostos
a secagem em capela de fluxo laminar por aproximadamente 30 min. Apds a completa secagem,
adicionou-se 50 pL de &gua ultrapura para a solubilizacdo do DNA e a subsequente quantificacao.

As concentracdes de DNA das amostras foram quantificadas em espectrofotdmetro
(Equipamento da marca TECAN, modelo Infinite M Plex), através da leitura da absorbancia a 260
nm, onde cada unidade de absorbancia correspondeu a concentracao de 50 ng/mL de DNA de fita
dupla (Sambrook et al., 1989).

As amplificacbes via PCR foram realizadas utilizando uma colecédo de oligonucleotideos
ISSR, desenvolvida pela University of British Columbia (UBC primer set #9, Vancouver, Canada).
De maneira prévia, executou-se testes de gradientes de temperaturas de anelamento, por meio de
termocicladores com este recurso (Equipamentos da marca Eppendorf, modelo Gradient). As
maquinas foram configuradas para o espectro de 45°C a 65°C, sendo utilizados os DNAs de 02
(dois) individuos aleatdrios da populacdo. Neste contexto, foram escolhidas as temperaturas de
anelamentos especificas para cada oligonucleotideo, tal que proporcionassem a otimizacdo de
padrdes eletroforéticos com maiores quantidades de polimorfismos. Cada reacdo continha 25 uL
de mistura (12,4 uL de H,O ultrapura; 3,5 uL de MgCl; 2,8 mM; 2,5 uL de Tris / KCI pH 8,3 10
mM /50 mM; 1,0 uL de d'NTP; 2,5 uL de oligonucleotideo ISSR 0,4 uM; 0,1 uL de Taq polimerase
1,0 un/uL e; 3,0 uL de DNA 10 ng/uL). As programacdes previam uma fase inicial de desnaturacao
a 94°C por 5 min; seguida por 35 ciclos de [desnaturacgdo (94°C / 1 min), anelamento (46°C a 59°C
/ 1 min) e extensdo (72°C / 2 min) e; uma fase de extensdo final de 72°C por 7 min. Logo apds
essas ciclagens, o aparelho conservou as rea¢des a 4°C, até o acondicionamento em freezer a -20
°C.

Os produtos resultantes das amplificagdes foram separados por eletroforese horizontal em
géis de agarose 1,2% (m/v) e imersos em tampéo SB (89 de NaOH 0,2 mM, 45g H.BOz 0,73 mM
e 1 L H20 1,0 mM destilada), seguindo procedimentos adaptados de (Brody; Kern, 2004). No
momento da aplicacdo, foram adicionados, a cada amostra, 3 UL do corante tipo 1V [0,125% (m/v)
de azul-de-bromofenol e 10% (m/v) de sacarose] e 5 uL de GelRed™. Os géis foram submetidos
a uma carga de 120 V, por 3 h. Subsequentemente, realizou-se a integracdo de imagens dos
produtos eletroforéticos por meio de um sistema de fotodocumentacdo (Equipamento da marca
Loccus Biotecnologia, modelo L-PIX).
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Analises biométricas baseadas nos dados moleculares

Os dados foram analisados por meio de matrizes de dados binarios, considerando-se a
presenca (1) e a auséncia (0) de fragmentos (bandas) aferidos dos géis fotodocumentados. O
coeficiente de dissimilaridade adotado foi o complemento aritmético do indice de ‘Nei e Li” (SNL)
=[2a/(2a+ b + c)]; em que "a" representa 0 nimero de coincidéncias do tipo (1)-(1) para cada
par de acessos; "b" € o nimero de discordancias do tipo (1)-(0); e "c" € o nimero de discordancias
do tipo (0)-(1).

Concomitantemente, procedeu-se a analise de agrupamento pelo Método ‘Hierarquico’
[Ligacdo Média Entre Grupos (UPGMA)] e Otimiza¢do de ‘Tocher’, com estruturacdo em
dendrograma e disperséo grafica, tendo como base a matriz de dissimilaridade gerada pelo indice
‘Nei e Li’ (Cruz et al., 2013). O coeficiente de correlacdo cofenético (CCC) para avaliar o ajuste
entre a matriz de dissimilaridade e o dendrograma gerado foi estimado conforme proposto por
Sokal e Rohlf (1962).

Os locos foram estimados com base em H (Heterozygosity) e no PIC (Polymorphism
Information Content), que € uma estimativa utilizada para a avaliacdo do poder discriminatério de
um loco. A informatividade do loco pi é a frequéncia do alelo p no loco pi, calculado pela equacéo:
PIC = 1 - Zp? a informatividade do primer pjj é a frequéncia do alelo p do loco i, no
oligonucleotideo j, sendo calculada por PICqiigo = 1 - Zpi® - =X pi? p;j? (Rezende et al., 2009). Todas
as analises foram executadas com o auxilio do programa computacional GENES (Cruz, 2013).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos as extracdes dos DNA, procedeu-se 0s testes para averiguagao das concentracfes das
amostras por espectrofotometria, visando a obtencdo de amostras com 10ng/uL. Ferreira e
Grattapaglia (1998) recomendam que a relagdo A260,m/A280nm esteja entre 1,2 a 2,0; intervalo
este que englobou a maior parte das amostras obtidas (Tabela 1 e Tabela 2). As amostras de DNA
alcancaram concentra¢es minimas de 41,2 [DNA] (ng/Ul), o que é 80% superior ao recomendado
para amplificagfes com oligonucleotideos ISSR (Tabela 1). Essa constatacéo é corroborada pelos
resultados da Tabela 2, os quais, em sua maioria, também atenderam a esses parametros (Goldwin,
etal., 1997).

Tabela 1. Resultados da quantificacdo por espectrofotometria de DNA's de folhas de copaibeira.

N° do acesso A260nm A280nm A260nm/ A280nm [DNA] (ng/uL)
1 0,1199 0,0712 1,68 119,9
2 0,1173 0,0874 1,34 117,3
3 0,1723 0,1211 1,42 1723
4 0,1312 0,1068 1,23 131,2
5 0,1426 0,1170 1,22 142,6
6 0,1231 0,0873 1,33 123,1
7 0,1721 0,1406 1,22 172,1
8 0,3088 0,195 1,58 308,8
9 0,2027 0,1708 1,19 202,7
10 0,2233 0,1892 1,18 223,3
11 0,4120 0,0257 1,60 41,2
12 0,1757 0,1364 1,29 175,5
13 0,2179 0,1440 1,51 2179
14 0,1757 0,1557 1,11 175,5
15 0,2556 0,1995 1,28 255,6
16 0,1601 0,1183 1,35 160,1
17 0,1957 0,0937 2,09 1957
18 0,1607 0,0743 2,16 160,7
19 0,1443 0,0960 1,50 144,3

20 0,2678 0,1818 1,47 267,8
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Tabela 2. Resultados da quantificacdo por espectrofotometria de DNA's de folhas de pequizeiro.

N° do acesso A260nm A280nm A260nm/ A280nm [DNA] (ng/uL)
1 0,1358 0,140 1,31 135,8
2 0,0399 0,0432 0,92 39,9
3 0,0247 0,0218 1,13 24,7
4 0.0261 0,0157 1,66 26,1
5 0,2125 0,2153 0,99 2125
6 0,0193 0,0166 1,16 19,3
7 0,079 0,0579 1,36 79,0
8 0,1059 0,0738 1,43 105,9
9 0,2249 0,2057 1,09 2249
10 0,2246 0,1921 1,17 224.6
11 0,2928 0,2433 1,20 292,8
12 0,0927 0,0709 1,31 92,7
13 0,068 0,065 1,05 68,0
14 0,1443 0,4518 1,00 4497
15 0,61 0,0528 1,16 61,0
16 0,0105 0,0738 1,43 10,5
17 0,0255 0,2154 1,19 25,5
18 0,0620 0,5132 1,21 62,0
19 0,0464 0,3805 1,22 46,4
20 0,0207 0,0142 1,46 20,7
21 0,0562 0,0393 1,43 56,2
22 0,0449 0,0451 1,00 44,9
23 0,2377 0,1829 1,30 237,7
24 0,0144 0,0128 1,12 14,4
25 0,068 0,0,065 1,05 68,0
26 0,032 0,0164 1,95 32,0
27 0,0252 0,0127 1,98 25,2
28 0,0211 0,0109 1,94 21,1
29 0,0309 0,0155 1,99 30,9
30 0,058 0,0255 2,27 58,0
31 0,0157 0,0057 2,75 15,7
32 0,0421 0,0207 2,03 42,1
33 0,0276 0,0105 2,63 27,6
34 0,0602 0,0311 1,94 60,2
35 0,0487 0,0195 2,5 48,7
36 0,0375 0,0138 2,72 37,5
37 0,0186 0,0159 1,17 18,6
38 0,0197 0,0125 1,58 19,7
39 0,0186 0,0114 1,63 18,6
40 0,0132 0,0098 1,35 13,2

Foram conduzidos ensaios empregando gradientes de temperaturas de anelamento com o
intuito de avaliar as capacidades de amplificacdo utilizando diferentes oligonucleotideos ISSR
disponiveis. Outros estudos também adotaram ensaios com gradientes de temperaturas de
anelamento (Costa et al., 2015; Souza et al., 2018; Lopes et al., 2020), como forma de evitar
reacdes que ndo explorassem ao maximo os potenciais polimorfismos ou que apresentassem falhas
completas. As temperaturas dos gradientes intercalaram entre 45°C e 65°C. Durante a realizagéo
das analises moleculares, 16 oligonucleotideos ISSR foram submetidos a testes para a cole¢do de
copaibeiras, enquanto 100 foram avaliados para o dos pequizeiros (Tabelas 3 e 4).

Entre os 16 oligonucleotideos testados para a copaibeira, 11 caracterizaram-se como
polimérficos nas temperaturas de anelamento especificas identificadas. No caso do pequizeiro,
apenas quatro dos 100 oligonucleotideos testados amplificaram, numero este insuficiente para a
obtencdo de matriz estatisticamente significativa.
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Tabela 3. Resultados dos testes de gradiente de temperaturas de anelamento, envolvendo DNA's de folhas da
Copaibeira amplificados com oligonucleotideos ISSR desenvolvidos pela University of British Columbia (UBC

primer set #9, Vancouver, Canada).

Oligonucleotideos ISSR (§' — 3")

Temperaturas de
anelamento - Ta (°C)

UBC 890 (VHV GTG TGT GTG TGT GT) 54°C
UBC 876 (GAT AGA TAG ACA GAC A) N&o amplifica na espécie
UBC 886 (VDV CTC TCT CTC TCT CT) 54°C
UBC 842 (GAG AGA GAG AGA GAG AYG) 51°C
UBC 818 (CAC ACA CAC ACA CAC AG) 61°C

UBC 827 (ACA CAC ACA CAC ACA CG)
UBC 855 (ACA CAC ACA CAC ACACYT)
UBC 884 (HBH AGA GAG AGA GAG AG)

Monomorfico
Né&o amplifica na espécie
Nao amplifica na espécie

UBC 816 (CAC ACA CAC ACA CAC AT) 59°C
UBC 828 (TGT GTG TGT GTG TGT GA) N&o amplifica na espécie
UBC 810 (GAG AGA GAG AGA GAG AT) 56°C
UBC 847 (CAC ACA CAC ACA CAC ARC) 45°C
UBC 856 (ACA CAC ACA CAC ACACYA) 59°C
UBC 888 (BDB CAC ACA CAC ACACA) 63°C
UBC 889 (DBD ACA CAC ACA CAC AC) 56°C
UBC 812 (GAG AGA GAG AGA GAG AA) 54°C

N=(AGCT),;R=(AG;Y=(CT);B=(C,G,T)(l.eenot A);D=(A, G, T)(l.e.notC); H=(A,C, T) (l. e.

not G); V = (A, C, G) (I. e. not T).

Tabela 4. Resultados dos testes de gradiente de temperaturas de anelamento, envolvendo DNA's de folhas do
Pequizeiro amplificados com oligonucleotideos ISSR desenvolvidos pela University of British Columbia (UBC

primer set #9, Vancouver, Canada).

Oligonucleotideos ISSR (5' — 3")

Temperaturas de
anelamento - Ta (°C)

UBC 801 ATATAT ATATAT ATATT
UBC 802 ATATAT ATATAT ATATG
UBC 803 ATA TAT ATATAT ATATC
UBC 804 TAT ATATAT ATATAT AA

N&o amplifica na espécie
Né&o amplifica na espécie
N&o amplifica na espécie
Né&o amplifica na espécie

UBC 805 TAT ATATAT ATATAT AC
UBC 806 TAT ATATAT ATATAT AG
UBC 807 AGA GAG AGA GAG AGA GT
UBC 808 AGA GAG AGA GAG AGAGC

Né&o amplifica na espécie
61°C

Né&o amplifica na espécie

Né&o amplifica na espécie

UBC 809 AGA GAG AGA GAG AGA GG
UBC 810 GAG AGA GAG AGA GAG AT
UBC 811 GAG AGA GAG AGA GAG AC
UBC 812 GAG AGA GAG AGA GAG AA

Né&o amplifica na espécie
Né&o amplifica na espécie
Né&o amplifica na espécie
N&o amplifica na espécie

UBC813CTCTCTCTCTCT CTCTT

UBC 814 CTCTCT CTC TCT CTCTA

UBC815CTCTCTCTCTCTCTCTG
UBC 816 CAC ACA CAC ACACAC AT

N&o amplifica na espécie
Né&o amplifica na espécie
N&o amplifica na espécie
N&o amplifica na espécie

UBC 817 CAC ACA CAC ACA CAC AA
UBC 818 CAC ACA CAC ACACAC AG
UBC 819 GTG TGT GTG TGT GTG TA
UBC 820 GTG TGT GTG TGT GTG TC

Né&o amplifica na espécie
N&o amplifica na espécie
N&o amplifica na espécie
N&o amplifica na espécie

UBC 821 GTG TGT GTG TGT GTG TT
UBC 822 TCT CTCTCT CTC TCT CA
UBC 823 TCT CTC TCT CTC TCT CC
UBC 824 TCT CTCTCT CTC TCT CG

N&o amplifica na espécie
N&o amplifica na espécie
Né&o amplifica na espécie
N&o amplifica na espécie

UBC 825 ACA CAC ACACAC ACACT
UBC 826 ACA CAC ACACAC ACACC
UBC 827 ACA CAC ACACAC ACACG
UBC 828 TGT GTG TGT GTG TGT GA

Né&o amplifica na espécie
N&o amplifica na espécie
Né&o amplifica na espécie
N&o amplifica na espécie




Tabela 4. Continuacéo.

UBC 829 TGT GTG TGT GTG TGT GC
UBC 830 TGT GTG TGT GTG TGT GG

N&o amplifica na espécie
Né&o amplifica na espécie

UBC 831 ATA TAT ATATAT ATATYA i 24°C o
UBC 832 ATA TAT ATA TAT ATATYC Nao amplifica na especie
UBC 833 ATA TAT ATA TAT ATATYG 54°C

UBC 834 AGA GAG AGA GAG AGA GYT
UBC 835 AGA GAG AGA GAG AGA GYC
UBC 836 AGA GAG AGA GAG AGAGYA

Né&o amplifica na espécie
N&o amplifica na espécie
Né&o amplifica na espécie

UBC 837 TAT ATATAT ATATAT ART

UBC 838 TAT ATATAT ATATAT ARC

UBC 839 TAT ATATAT ATATAT ARG
UBC 840 GAG AGA GAG AGA GAG AYT

N&o amplifica na espécie
Né&o amplifica na espécie
Monomorfico
N&o amplifica na espécie

UBC 841 GAG AGA GAG AGA GAG AYC
UBC 842 GAG AGA GAG AGA GAG AYG
UBC 843 CTC TCT CTC TCT CTC TRA
UBC 844 CTCTCT CTC TCT CTCTRC

N&o amplifica na espécie
Né&o amplifica na espécie
N&o amplifica na espécie
Né&o amplifica na espécie

UBC 845 CTC TCT CTC TCT CTC TRG
UBC 846 CAC ACA CAC ACA CAC ART
UBC 847 CAC ACA CAC ACA CAC ARC
UBC 848 CAC ACA CAC ACA CAC ARG

N&o amplifica na espécie
Né&o amplifica na espécie
N&o amplifica na espécie
N&o amplifica na espécie

UBC 849 GTG TGT GTG TGT GTG TYA
UBC 850 GTG TGT GTG TGT GTG TYC
UBC 851 GTG TGT GTG TGT GTG TYG
UBC 852 TCT CTC TCT CTC TCT CRA

N&o amplifica na espécie
Né&o amplifica na espécie
N&o amplifica na espécie
N&o amplifica na espécie

UBC 853 TCT CTC TCT CTC TCT CRT
UBC 854 TCT CTC TCT CTC TCT CRG
UBC 855 ACA CAC ACACAC ACACYT
UBC 856 ACA CAC ACACAC ACACYA

N&o amplifica na espécie
N&o amplifica na espécie
N&o amplifica na espécie
N&o amplifica na espécie

UBC 857 ACA CAC ACACAC ACACYG
UBC 858 TGT GTG TGT GTG TGT GRT
UBC 859 TGT GTG TGT GTG TGT GRC
UBC 860 TGT GTG TGT GTG TGT GRA

N&o amplifica na espécie
Né&o amplifica na espécie
Né&o amplifica na espécie
N&o amplifica na espécie

UBC 861 ACC ACC ACC ACC ACC ACC
UBC 862 AGC AGC AGC AGC AGC AGC
UBC 863 AGT AGT AGT AGT AGT AGT
UBC 864 ATG ATG ATG ATG ATG ATG

N&o amplifica na espécie
Monomdrfico

Né&o amplifica na espécie

N&o amplifica na espécie

UBC 865 CCG CCG CCG CCG CCG CCG
UBC 866 CTCCTC CTC CTC CTC CTC
UBC 867 GGC GGC GGC GGC GGC GGC
UBC 868 GAA GAA GAA GAA GAA GAA

Né&o amplifica na espécie
Né&o amplifica na espécie
65°C
N&o amplifica na espécie

UBC869GTT GTTGTT GTT GTT GTT

UBC 870 TGC TGC TGC TGC TGC TGC
UBC 871 TAT TAT TAT TAT TAT TAT
UBC 872 GAT AGATAG ATAGATA

N&o amplifica na espécie
N&o amplifica na espécie
Né&o amplifica na espécie
N&o amplifica na espécie

UBC 873 GAC AGA CAG ACAGAC A
UBC 874 CCCTCCCTCCCTCCCT
UBC 875 CTAGCT AGC TAG CTAG

UBC 876 GAT AGATAG ACAGACA

Né&o amplifica na espécie
N&o amplifica na espécie
Monomorfico
N&o amplifica na espécie

UBC 877 TGC ATG CAT GCATGC A
UBC 878 GGA TGG ATG GAT GGAT
UBC 879 CTT CAC TTC ACT TCA
UBC 880 GGA GAG GAG AGG AGA

Monomorfico
N&o amplifica na espécie
Né&o amplifica na espécie
N&o amplifica na espécie

46



47

Tabela 4. Continuacéo.

UBC 881 GGG TGG GGT GGG GTG N&o amplifica na espécie
UBC 882 VBV ATA TAT ATA TAT AT N&o amplifica na espécie
UBC 883 BVB TAT ATA TAT ATA TA Né&o amplifica na espécie
UBC 884 HBH AGA GAG AGA GAG AG Nao amplifica na espécie
UBC 885 BHB GAG AGA GAG AGA GA N&o amplifica na espécie
UBC 886 VDV CTC TCT CTC TCT CT Néo amplifica na espécie
UBC 887 DVD TCT CTC TCT CTC TC Nao amplifica na espécie
UBC 888 BDB CAC ACA CAC ACA CA Nao amplifica na espécie
UBC 889 DBD ACA CAC ACA CAC AC N&o amplifica na espécie
UBC 890 VHV GTG TGT GTG TGT GT N&o amplifica na espécie
UBC 891 HVH TGT GTG TGT GTG TG Nao amplifica na espécie
UBC 892 TAG ATC TGA TAT CTG AAT TCC C N&o amplifica na espécie
UBC 893 NNN NNN NNN NNN NNN Nao amplifica na espécie
UBC 894 TGG TAG CTC TTG ATC ANN NNN Monomdrfico
UBC 895 AGA GTT GGT AGC TCT TGA TC _ Monomérfico
UBC 896 AGG TCG CGG CCG CNN NNN NAT G Nao amplifica na espécie
UBC 897 CCG ACT CGA GNN NNN NAT GTG G Monomérfico
UBC 898 GAT CAA GCT TNN NNN NAT GTG G Néo amplifica na espécie
UBC 899 CAT GGT GTT GGT CAT TGT TCC A Néo amplifica na espécie
UBC 900 ACT TCC CCA CAG GTT AAC ACA N&o amplifica na espécie

N=(AGCT),;R=(AG;Y=(CT);B=(C,GT)(l.eenot A);D=(A, G, T)(l.e.notC); H=(A,C, T) (l. e.
not G); V = (A, C, G) (I. e. not T).

A selecdo de oligonucleotideos funcionais € um pré-requisito para se obter as estimativas
de diversidade genética de uma espécie (Chagas et al., 2015). Um dos critérios preponderantes na
selecdo dos oligonucleotideos ISSR reside na sua capacidade de amplificacdo em diversas
espécies, conforme destacado por Domingues et al. (2017), uma vez que tais oligonucleotideos
dispensam a necessidade prévia de conhecimento genémico. A auséncia de amplificacdo efetiva
em determinados loci do pequizeiro pode ser atribuida a fatores especificos relacionados a sua
composicdo genética ou a presenca de regides que ndo sdo adequadamente amplificadas pelos
oligonucleotideos ISSR utilizados no presente estudo (Turchetto-Zolet et al., 2017).

Existem diversos fatores que podem influenciar a qualidade das bandas amplificadas, como
as caracteristicas da propria espécie (Amaral et al., 2019). Nesse sentido, segundo Caixeta et al.
(2016), a variacdo na frequéncia das bandas amplificadas pode ser influenciada também pela
presenca e abundancia das sequéncias complementares dos oligonucleotideos utilizados, cuja
abundancia de repeticdes pode variar entre as espécies. Sendo assim, a auséncia da amplificacdo
dos 96 oligonucleotideos ISSR no pequizeiro pode ser relacionada com a auséncia ou baixa
frequéncia das repeticdes complementares no genoma da espécie.

O pequizeiro e a copaiba apresentam diferentes modos de reproducdo que podem
influenciar a estrutura genética das populacbes. O pequizeiro € predominantemente alégamo,
dependendo da polinizagéo cruzada para a producao de sementes, enquanto a copaiba pode adotar
tanto a polinizacédo cruzada quanto a autopolinizacdo (Carvalho, 2009; Kuhlmann, 2018; Vasques;
Costa; Leite, 2023). A anélise comparativa dos resultados ISSR em populag¢Bes de pequizeiro e
copaiba pode revelar padrdes distintos de variabilidade genética associados aos diferentes modos
de reproducdo (Amaral et al., 2019; Hadeithi; Jasim, 2021).

Na copaibeira, os 11 oligonucleotideos selecionados nos testes de gradiente de temperatura
foram empregados na andlise da diversidade genética. As reacOes realizadas com esses
oligonucleotideos resultaram em 105 fragmentos amplificados, 0s quais atingiram uma taxa de
99,04% de polimorfismo (Tabela 5). Ao observar a tabela, nota-se que o numero de fragmentos
gerados variou de 06 (UBC 847) a 13 (UBC 889). Apesar de UBC 889 ter produzido o maior
numero de fragmentos, seu P1Ciigo fOi relativamente baixo. De maneira geral, os valores de PICligo
obtidos neste estudo sdo inferiores aos observados para Hoiigo Sugerindo que o marcador ISSR
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utilizado tem uma boa capacidade de discriminar entre individuos ou populagdes, pois sdo medidas
usadas para avaliar a diversidade genética em populagdes. O PICqiigo Se baseia apenas nos loci
polimérficos, enquanto 0 Hoiigo considera todos os loci, tanto os polimorficos quanto os
monomorficos (Jiao et al., 2010). A média de fragmentos polimdrficos por oligonucleotideo foi
de 9,4545, conforme apresentado na Tabela 5.

Tabela 5. Resultados dos testes de gradiente de temperaturas de anelamento, envolvendo DNA's de folhas de
Copaibeira amplificados com oligonucleotideos ISSR desenvolvidos pela University of British Columbia (UBC
primer set #9, Vancouver, Canada).

Oligonucleotideos Total de Fragmentos Fragmentos Holigo P1Coiigo
Fragmentos monomorficos polimérficos
UBC 810 10 1 9 0,3048 0,2468
UBC 812 10 0 10 0,1754 0,1520
UBC 816 8 0 8 0,1985 0,1638
UBC 818 9 0 9 0,2930 0,2423
UBC 842 12 0 12 0,3094 0,2492
UBC 847 6 0 6 0,3894 0,3017
UBC 856 9 0 9 0,3629 0,2894
UBC 886 10 0 10 0,2520 0,2106
UBC 888 7 0 7 0,3237 0,2317
UBC 889 13 0 13 0,2253 0,1854
UBC 890 11 0 11 0,2865 0,2347
Médias 9,5454 0.0909 9,4545 0,2837 0,2279

*Holigo € PICoiigo cOrrespondem a valores médios dos fragmentos obtidos para cada oligonucleotideo.

Estudos recentes que utilizaram os mesmos marcadores moleculares desenvolvidos pela
University of British Columbia (UBC primer set #9, Vancouver, Canada) (Maltezo; Medeiros e
Rossi, 2021), tambeém obtiveram elevados percentuais de polimorfismos (99,80%), comparando o
valor encontrado neste estudo, no qual 99,04% dos fragmentos foram polimorficos, sugerindo a
ampla variabilidade genética dentro das populacdes estudadas em ambos 0s estudos.

ISSR 812
123456789101112131415_16_17181920

-— — " —
. W0 == : - - -
-- " ---
ISSR 886
1234567891011121314151617181920

‘-g;;;..-.!-H---!E
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1234567__8_91011121314_]_51617181920'

— —— ad -

-— s - ey
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1 2 3 4; 5, 6 979 28 9 10 ¢11s 912> 13 14> 15 ¥16 17 18 119 20'
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Figura 1. Amplificacdo dos genomas de 20 acessos (folhas) de copaibeira. As sequéncias ordinais superior e inferior
referem-se aos oligonucleotideos ISSR 812, ISSR 886, ISSR 890 (Ta: 54°C) e ISSR 810 (Ta: 56°C), respectivamente.

Cada uma das amostras continha 25 uL de mix-PCR, 5 uL de GelRed™ e 3 uL de corante tipo 1V, submetidas a uma
eletroforese em gel de agarose 1,2% (m/v), durante 3 h.
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Com base nos resultados obtidos por meio das amplificagcBes via PCR, procedeu-se a
geracdo da matriz de distancias genéticas utilizando o coeficiente de dissimilaridade do indice de
‘Nei e Li’. Em contraste, este indice possui a vantagem de ndo considerar como coincidéncias, as
ocorréncias do tipo (0)-(0), as quais, por sua vez, ndo indicam necessariamente alelos recessivos
idénticos, pois, € comum que os genoétipos de diferentes individuos ou popula¢fes compartilnem
0 mesmo alelo em um determinado locus, ou seja, apresentem o mesmo valor (0). No entanto, o
fato de dois gen6tipos compartilharem o mesmo alelo em um locus néo significa necessariamente
que eles sejam geneticamente semelhantes em outros aspectos. Este indice atribui um peso
duplicado aos valores de coincidéncias do tipo (1)-(1) para cada par de acessos, conforme proposto
por Mir et al. (2021).

Na matriz de dissimilaridade, obtida através do complemento aritmético do indice de ‘Nei
e Li’ (Tabela 6), destaca-se a presenca de valores elevados de dissimilaridade entre os 20 acessos
de copaibeira. Ao analisar as disparidades entre pares de acessos, 97 deles apresentaram
dissimilaridades superiores a 50%. A divergéncia genética observada neste estudo assemelha-se a
pesquisas sobre diversidade genética relacionadas a copaiba (Maltezo; Medeiros e Rossi, 2021).

Tabela 6. Matriz de dissimilaridade (%) (complemento aritmético do indice de ‘Nei e Li’ entre 20 acessos de
copaibeira, estimadas a partir de 105 fragmentos (locos), a partir de 11 oligonucleotideos ISSR desenvolvidos pela
University of British Columbia (UBC primer set #9, Vancouver, Canada), representadas em cinza as variacbes mais
divergentes entre si (menos similares).

N 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

0
64 O
52 47 O

7B 37 57 O

67 56 54 40 O

70 46 67 26 46 O

73 39 65 26 40 25 O

67 32 53 48 52 42 36 O

50 54 29 B9 65 62 57/ 50 O

10 68 43 49 46 57 46 46 28 49 O

11 53 59 55 60 64 358 61 47 45 41 O

12 61 51 49 51 62 59 59 55 42 48 49 O

13 65 39 54 42 49 47 39 42 47 41 47 46 O

14 65 63 63 67/ 58 72 65 55 60 67 58 75 58 O

15 73 40 47 38 49 52 45 45 47 39 52 40 19 57 O

16 63 47 41 53 50 53 50 38 50 37 50 42 35 61 31 O

17 75 45 50 48 52 50 45 38 48 40 53 40 28 65 24 29 O

18 45 60 51 58 56 58 56 56 44 55 28 B2 51 59 55 51 51 O

19 53 45 43 45 47 48 40 46 48 45 35 45 43 58 43 41 41 24 O
20 68 57 52 46 44 52 39 53 66 48 58 51 55 67/ 46 44 44 S0 33 O

OCoo~NoulThwWwNPE-

Através da analise de agrupamento obteve-se o dendrograma (Figura 2), utilizando o
critério de separacdo em grupos proposta por Mojena (1977), o qual se fundamenta na avaliacao
do tamanho relativo dos niveis de fusdes (distancias) no dendrograma. Este critério ocorre quando
a média dos niveis de fusdo (distancias) sdo maiores do que o ponto de corte [Ponto de corte =
média + (K x DP)]. Obteve dois cortes nas distancias de 0,6312 e 0,6386, de modo a formarem
trés grupos de acessos (Tabela 7). A determinagdo do nimero de agrupamentos nos métodos
hierarquicos pode ser abordada mediante diversos critérios, incluindo consideragdes praticas do
pesquisador, anélise visual das ramificacGes presentes no dendrograma, identificacdo de pontos
onde ocorre uma mudanca abrupta na ramificacéo e a aplicacdo de critérios estatisticos, conforme
destacado por Cruz et al. (2011).

O método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) é um método
de agrupamento nao ponderado que emprega médias aritméticas das medidas de dissimilaridade.
Este método busca evitar a influéncia excessiva de valores extremos (maximo e minimo) nas
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medidas de dissimilaridade entre os gen6tipos considerados. Portanto, essa técnica resulta em uma
representacdo grafica da hierarquia de similaridade genética entre as amostras ou populagdes
analisadas (Figura 2), facilitando a interpretacdo das relagdes evolutivas ou genéticas entre essas
entidades conforme descrito Tikendra et al. (2019). A adequacéo dos resultados foi avaliada com
0 Coeficiente de Correlacdo Cofenético (CCC) atingindo 0,8275, refletindo em representacGes
graficas mais precisas (Manly, 2008).

Método de agrupamento: Ligagio Média Entre Grupo{UPGMA)

19
1 |
3 |
9 I
12
14
1
1] 10 20 30 40 50 60 70 80 L] 100
] 06 A2 A9 25 1| 38 4 51 57 63

Figura 2. Dendrograma obtido pelo método de agrupamento hierarquico UPGMA, com base na matriz de
dissimilaridade do indice de ‘Nei e Li’, gerada por dados binérios de fragmentos ISSR amplificados em 20 acessos de
Copaibeira.

Cuchi et al. (2023) preconizam a aplicagdo de mdultiplos métodos de agrupamento ao
conjunto de dados, sugerindo que o resultado mais aderente ao propoésito da estratégia de
conservacdo seja adotado. Essa abordagem visa evitar que a classificagdo seja meramente um
artefato da técnica utilizada, uma vez que cada método imp&e uma estrutura especifica aos dados.
O método de otimizacdo mais amplamente empregado é o de ‘Tocher’, que adota o critério de
estabelecer grupos de maneira que a distancia media intra-grupos seja sempre inferior a qualquer
distancia inter-grupos (Rao, 1952). Dessa forma, é possivel obter uma particdo do conjunto de
individuos em subgrupos mutuamente exclusivos, maximizando ou minimizando alguma medida
predefinida.

O método ‘Tocher’ € frequentemente empregado em conjunto com o método ‘Hierarquico’
(UPGMA), os quais, em geral, costumam apresentar correspondéncias na alocacao de acessos em
grupos (Arriel et al., 2006; Cunha et al., 2020; Souza et al., 2021). No presente estudo, 0s
agrupamentos resultantes dos dois métodos igualaram-se, sendo identificados 0s mesmos trés
grupos pelo método “Tocher’. Em termos gerais, 0S acessos
(13,15,17,16,10,8,2,7,4,6,19,20,5,12,3,9) Grupo I, (4) Grupo Il e (1) Grupo Il coincidem nas
categorias destacadas no agrupamento pelo método ‘Hierarquico’ (UPGMA) (Tabela 7).

Tabela 7. Agrupamento de 20 acessos da Copaibeira pelo método de Otimizacdo de Tocher (matriz obtida do indice
de ‘Nei e Li’), com base em 105 fragmentos amplificados por oligonucleotideos ISSR - University of British Columbia
(UBC primer set #9, Vancouver, Canada).

Grupos Acessos

| 13, 15,17, 16, 10, 8, 2, 7,4, 6, 19, 20, 5, 12, 3, 9, 18, 19

I 14
Il 1




o1

A categorizagdo em trés grupos de acessos ndo implica na segregacdo efetiva entre as
cidades em questdo. O Grupo | engloba os acessos tanto de Mirabela — MG (13, 15, 16, 10, 8, 2,
7,4, 6,5, 12, 3, 9) quanto de Montes Claros — MG (17, 18, 19, 20), enquanto os Grupos Il e 111
referem-se exclusivamente a Mirabela — MG (14 e 1). Este desfecho evidencia que a diversidade
dentro dos limites territoriais de Mirabela foi mais significativa do que a divergéncia observada
entre as duas cidades.

A partir dos resultados obtidos no presente estudo, é possivel formular estratégias de
conservacdo que se fundamentem na compreensdo da diversidade genética das populacdes
estudadas (Rodrigues; Garcia; Herrera, 2022). Ao discernir a variabilidade genética presente, é
viavel a identificacdo de locais propicios para a implementacdo de projetos de restauracao,
incrementando, assim, as perspectivas de reintroducdo bem-sucedida (Reis; Tres; Scariot, 2007,
Sartori; Coelho, 2023). A anélise da distribuicdo geogréafica das espécies permite a priorizacao de
areas com menor diversidade, como o0s acessos 13 e 15 que possuiram a menor dissimilaridade
(19,04%), uma vez que a introducéo de espécies com elevada variabilidade genética nessas regides
como os acessos 12 e 14 (75,38%), podem fomentar a reproducéo cruzada entre subpopulagdes,
desempenhando um papel crucial na manutencdo da diversidade, conforme delineado por
Schneider et al. (2023). Ademais, os resultados desta pesquisa podem servir como fundamentacao
para a selecdo de populacdes com alta diversidade, visando estabelecer corredores ecologicos que
conectem éareas fragmentadas, facilitando, assim, o fluxo génico entre as populacdes (Correa;
Oliveira; Araujo, 2020).

Além disso, o estudo proporciona uma base para a iniciativa de programas de cultivo ex
situ, visando conservar o material genético em bancos de germoplasma (Junior et al., 2021). A
cultivar de populagdes com elevada diversidade genética contribui significativamente para
prevenir o efeito gargalo genético (Feliciano et al., 2021). Gestores envolvidos em estratégias de
manejo adaptativo podem utilizar os resultados deste estudo para selecionar individuos capazes de
enfrentar desafios ambientais, como mudancas climéticas, pragas e doencas, uma vez que
marcadores moleculares possibilitam o monitoramento continuo das populagbes ao longo do
tempo (Yang; Francis, 2005).
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A concluséo deste estudo revela que a copaiba (Copaifera langsdorffii Desf.) apresentou
significativa diversidade genética, evidenciada pela ampla polimorfia observada em 11 dos 16
oligonucleotideos ISSR testados. Em contraste, o pequi (Caryocar brasiliense Camb.) apenas
quatro dos cem oligonucleotideos testados manifestaram polimorfismo, inviabilizando a
construcdo de matrizes binarias viaveis para a estimacdo das dissimilaridades. O contraste no
resultado dessas espécies pode ser atribuido a diversas causas, incluindo caracteristicas biologicas,
histdrico evolutivo e peculiaridades genéticas.

No entanto, uma consideracdo relevante é a possivel inadequacdo dos marcadores
moleculares ISSR para discriminar os individuos do pequizeiro. A baixa taxa de polimorfismo
observada pode ser resultado de limitagdes intrinsecas do marcador molecular, como a falta de
regides altamente variaveis no genoma do pequi ou a incompatibilidade entre os oligonucleotideos
ISSR e as sequéncias gendmicas especificas dessa espécie. A compreensdo das causas subjacentes
a falta de polimorfismo no pequizeiro permite direcionar futuras pesquisas para o desenvolvimento
e aplicacédo de outros oligonucleotideos.

Com relagdo a copaiba, a diversidade genética aferida pode constituir uma relevante aliada,
pois estara contribuindo simultaneamente para a preservacdo da biodiversidade e para o0 avango de
uma silvicultura mais sustentavel. Essa diversidade genética também pode ser explorada em
programas de melhoramento genético, visando aprimorar caracteristicas desejaveis, como a
producdo de 6leo com propriedades especificas. Além disso, a compreensdo da diversidade
genética na copaiba tem implicagbes importantes para a conservacdo da biodiversidade em
ecossistemas onde a espécie é naturalmente encontrada, como o Cerrado. Estratégias eficazes de
preservacao e manejo sustentavel podem ser desenvolvidas com base no conhecimento genético,
contribuindo para a protecdo ndo apenas da copaiba, mas também de todo o ecossistema ao seu
redor, como a prevencdo da fragmentacdo do habitat, implementagdo de corredores ecolégicos e

efetiva reintroducdo da espécie.
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ANEXOS

As Figuras (3 a 12) referem-se aos procedimentos moleculares realizados no ambito do
trabalho de Dissertacdo do académico Pedro Vitor de Souza Silva (Laboratorio de Biotecnologia

- CPCA), Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Minas Gerais.
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Figura 3. Padroes eletroforéticos em testes de gradientes de temperaturas para acessos de
copaibeiras (Oligonucleotideos ISSR 856, 888, 889 e 812). As letras A e B referem-se a dois
genotipos escolhidos aleatoriamente da populagdo. As linhas vermelhas indicam as temperaturas
de anelamento, e as azuis os oligonucleotideos escolhidos.
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Figura 4. Padrbes eletroforéticos em testes de gradientes de temperaturas para acessos de
copaibeiras (Oligonucleotideos ISSR 816, 828, 810 e 847). As letras A e B referem-se a dois
gendtipos escolhidos aleatoriamente da populacdo. As linhas vermelhas indicam as temperaturas
de anelamento, e as azuis os oligonucleotideos escolhidos.
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Figura 5. Padrbes eletroforéticos em testes de gradientes de temperaturas para acessos de
copaibeiras (Oligonucleotideos ISSR 890, 876, 886 e 842). As letras A e B referem-se a dois
gendtipos escolhidos aleatoriamente da populacéo. As linhas vermelhas indicam as temperaturas
de anelamento, e as azuis os oligonucleotideos escolhidos.
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Figura 6. Padrbes eletroforéticos em testes de gradientes de temperaturas para acessos de
copaibeiras (Oligonucleotideos ISSR 818, 827, 855 e 884). As letras A e B referem-se a dois
gendtipos escolhidos aleatoriamente da populacdo. As linhas vermelhas indicam as temperaturas
de anelamento, e as azuis os oligonucleotideos escolhidos.
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Figura 7. Padrdes eletroforéticos a partlr das amplificacdes via PCR dos genomas de 20 acessos
das Copaibeiras (Oligonucleotideo ISSR 818) Ta: 61°C; (Oligonucleotideo ISSR 842) Ta: 51°C.
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Figura 8. Padrdes eletroforéticos a partir das amplificagfes via PCR dos genomas de 20 acessos
das Copaibeiras (Oligonucleotideos ISSR 812, 886 e 890) Ta: 54°C; (Oligonucleotideo ISSR 810)
Ta: 56°C.
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Figura 9. Padrdes eletroforéticos a partir das amplificagdes via PCR dos genomas de 20 acessos
das Copaibeiras (Oligonucleotideos ISSR 816 e 856) Ta: 59°C; (Oligonucleotideo ISSR 888) Ta:

63°C; (Oligonucleotideo ISSR 847) Ta: 45°C.
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Figura 10. Padrdes eletroforéticos em testes de gradientes de temperaturas para acessos de
pequizeiros (Oligonucleotideos ISSR 828, 833, 839 e 845). As letras A e B referem-se a dois
gendtipos escolhidos aleatoriamente da populacdo. As linhas vermelhas indicam as temperaturas
de anelamento, e as azuis os oligonucleotideos escolhidos.
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Figura 11. Padrdes eletroforéticos em testes de gradientes de temperaturas para acessos de
pequizeiros (Oligonucleotideos ISSR 806 e 831). As letras A e B referem-se a dois genotipos
escolhidos aleatoriamente da populacdo. As linhas vermelhas indicam as temperaturas de
anelamento, e as azuis os oligonucleotideos escolhidos.



@

il i B # il
Figura 12. Recortes dos passos envolvendo a execucdo do trabalho - Laboratério de
Biotecnologia, Centro de Pesquisas em Ciéncias Agrérias, Universidade Federal de Minas Gerais,
Montes Claros, MG, Brasil.




