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Resumo

O babacu, Orbignya phalerata Mart., € uma espécie de grande importancia ecoldgica e econdmica da regido
Meio-Norte do Brasil, onde é encontrada com grande abundancia. Devido a sua vasta utilizag@o as popul agdes
naturais de babagu necessitam que sejam tragadas estratégias visando a sua conservagao. Para isso, € necessario
0 conhecimento de como a variabilidade genética encontra-se distribuida nestas populagdes. Portanto,
objetivou-se estudar os efeitos do mangjo na estrutura genética de trés populagbes naturais de O. phalerata
localizadas em trés Municipios do Estado do Piaui por meio de marcadores RAPD. Os 20 primers RAPD, OP-
K15; OP-K19; OP-M01; OP-M05; OP-M09; OP-M12; OP-M14; OP-M16; OP-M18; OP-N02; OP-NO03; OP-
NO4; OP-NO6; OP-N09; OP-N10; OP-N11; OP-N12; OP-N15; OP-P03; OP-P04, revelaram um total de 146
bandas, sendo 141 polimérficos (96,58%). Foi observada uma variagdo de 4 a 12 locos polimérficos e média de
7 bandas por primer. O dendrograma permitiu a identificagdo de trés grupos delimitados pela similaridade
média (dgn = 0,57), correspondendo as trés populagdes. A confiabilidade dos dados e a consisténcia dos nés
foram constatadas pelos valores maiores que 50% do bootstrap e pelo coeficiente de correlagdo cofenético
(88,15%). O coeficiente de similaridade entre os pares de gendtipos variou de 0,26 a 0,86 e apresentou média de
0,57. A diversidade genética de Nei (H¢) foi de 0,212 para populagdes amostradas em Teresinag, 0,195 para
populagdes de Esperantina e 0,207 para populagdes de José de Freitas. Os valores estimados para o indice de
Shannon (H,) evidenciaram alta diversidade genética dentro e entre as populagdes variando de 0,302 a 0,336. A
maior porcentagem de locos polimérficos foi observada na populagcdo de Teresina, &rea em que existe um
mangjo ndo muito intenso, enquanto a menor foi observada na populagdo de Esperantina érea totalmente
manejada. Em média, foram obtidos 106,33 locos polimorficos. Os marcadores RAPD mostraram-se eficientes
no estudo da diversidade genética entre e dentro das populagBes naturais de babacu, detectando um elevado
nivel de polimorfismo.

Introducédo

O babagu, O. phalerata, € considerado uma espécie pioneira e dominante, que geralmente possui baixa
densidade na vegetacdo priméria (ANDERSON; MAY, 1995) e sua presenca associa-se fortemente as &reas
antropizadas (RIBEIRO; WALTER, 1998). Silva (2008) afirma que a distribuicdo do babacu nas éreas
antropizadas apresenta comportamento extremamente varidvel, sendo que os V&ios sistemas de manego
ateraram a sua diversidade e concentracdo. O conhecimento sobre a variabilidade entre populagbes naturais de
O. phalerata € importante para trabalhos de melhoramento genético, preservacéo e manejo adequado.

Os marcadores moleculares tém-se mostrado eficientes no sentido de quantificar a variabilidade
genética existente numa populacdo em um periodo de tempo bastante reduzido. Marcadores RAPD (Random
Amplification of Polymorphic DNA), descritos por Williams et al. (1990), sio dominantes e amplificam
sequéncia do genoma de eucariotos, revelando polimorfismo, a0 empregar primers curtos de sequéncias
arbitrérias. Estes tipos de marcadores foram os escolhidos por apresentarem algumas vantagens sobre os demais,
tais como: sdo rapidamente obtidos, altamente polimorficos, e de baixo custo (CASTIGLIONE; BICUDO,
2003).

Nesse sentido, objetivou-se estudar a distribuicdo da diversidade genética entre e dentro de populagdes
naturais de Orbignya phalerata, em &reas com as seguintes caracteristicas. area de floresta nativa sem agéo
antropica, localizada no municipio de José de Freitas, &rea de floresta nativa submetida a uma intensa coleta de
frutos, no municipio de Esperantina e uma érea de baixa coleta de frutos, localizada no municipio de Teresina.
por meio de marcadores RAPD.
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Material e M é&odos

O estudo foi realizado em trés populagdes naturais de O. phalerata localizadas nos municipios de
Teresing, &ea de baixa intensidade de mangjo, Esperantina area de intenso mangjo e José de Freitas &rea
totalmente preservada, no Estado do Piaui. Em cada municipio, foram amostradas 20 plantas de O. phalerata,
das quais foram coletados os tecidos foliares. A extragdo do material vegetal foi realizada no Laboratério de
Biologia Molecular e Biotecnologia da Embrapa Meio-Norte, e utilizou-se aproximadamente, 100 mg de tecido
foliar de cada planta proveniente das trés populagcbes. A extracdo do DNA foi realizada obedecendo-se as
recomendacdes dos kits de purificacdo Invitek (INVISORB, 2008). A quantificacdo de DNA foi realizada em
gel de agarose a 0,8% com TBE (Tris-Borato-EDTA) 0,5X, corado com GelRed-Biotium® 10.000X
comparando a resolugdo do DNA das amostras com 0 DNA-+ na concentragdo de 100 ng. As amostras de DNA
foram diluidas em tamp&o TE, na concentracdo de 15 ng.uL™, para ser posteriormente usado nas reacdes de
PCR. O DNA foi armazenado em temperatura de - 20°C. Um total de 100 primers RAPD foram avaliados (ou
testados), utilizando-se sempre trés individuos, um de cada populagéo, amostrados para o respectivo estudo. A
selecdo dos primers foi realizada com base na maior obtencdo de marcadores polimdrficos e de boa qualidade
paraleitura

Para andlise da diversidade genética de populagbes naturais de babagu, dos 100 primers, 20 foram
selecionados. As reagtes de amplificagdo foram realizadas de acordo com o protocolo de Williams et al. (1990)
modificado. O volume final utilizado nas reagdes foi de 20 <L, contendo os seguintes componentes. tampéo
1,0X [20 mM Tris HCI, pH 8,0; 0,1 mM EDTA; 1 mM DTT,; 50% (v/v) glicerol] (Invitrogen), 3,0 mM de
MgCl; (Invitrogen), 0,75 mM de dNTP (Invitrogen), 0,2 uM de primer, 1U de Tag DNA polimerase (New
England), 1 L de DNA gendmico (~15 ng) e H,O ultrapura. As amplificagdes foram realizadas em
termociclador Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystems®), com uma etapa inicial de desnaturacéo de
1 min a 92°C, seguida de 45 ciclos de 1 min a 92°C para desnaturacdo, 1 min a 35°C para anelamento, 2 min a
72°C para extensdo e uma extensdo final de 5 min a 72°C. Os produtos da amplificacdo foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1,5%, tamponados e revelados com GelRed-Biotium®, ao final os géis foram
visualizados em transluminador UV e fotodocumentados.

As bandas obtidas a partir dos fragmentos amplificados a0 acaso foram codificadas como caracteres
binarios, 0 e 1, correspondendo a auséncia e presenca de bandas, respectivamente. A partir desses dados, foi
estimada a similaridade genética entre os gendtipos das trés populagcbes amostradas, utilizando-se o coeficiente
de similaridade de Dice, calculado pelo programa PAST v.1.34 (HAMMER et al., 2001). A partir da matriz de
similaridade gerada foi realizada a andlise de agrupamento pelo método UPGMA (Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Mean). O coeficiente de correlacdo cofenético (r) foi calculado, através da matriz de
similaridade e do dendrograma obtido. A consisténcia e estabilidade dos agrupamentos formados foram
calculados a partir do indice de confiabilidade de bootstrap, gerando um dendrograma a partir de 5.000
permutacdes. Para a andlise intra e interpopulacional de O. phalerata foi utilizado o software POPGENE
(Population Genetic Analysis) versdo 1.32 (YEH et a., 2000), utilizando par@metros para dados dipléides
dominantes. Foram obtidas as seguintes estatisticas descritivas. niumero e percentua de locos polimorficos
(P%), a diversidade génicade Nei (1973) (He) € o indice de Shannon (H,).

Resultados e Discussdo

Os 20 primers RAPD revelaram um total de 146 bandas, sendo 141 polimorficos (96,58%). Foi
observada uma variagdo de 4 a 12 locos polimorficos e média de 7 bandas por primer, sendo evidente o
polimorfismo entre os gendtipos, como demonstrado pelo padréo de bandas de RAPD obtido com o primer OP-
K19 (Figura 1). Resultado semelhante em palmeiras foi obtido em acai, por Oliveira et a (2007), onde 28
primers selecionados geraram 263 produtos de amplificagdo, sendo 100% polimdrficos. Os marcadores RAPD
possibilitaram a diferenciacdo genética das trés populagdes de O. phalerata.

O dendrograma permite a identificac&o entre as trés populagdes (dgnm, = 0,57) (Figura 2). A populagéo de
Teresina e Esperantina localizadas em duas areas manejadas pela coleta de frutos mostrou-se mais similares,
enquanto gque a populacdo de José de Freitas localizada em uma &rea preservada, sem nenhum tipo de manejo,
mostrou-se distante das demais populagdes. A confiabilidade dos dados e a consisténcia dos nés foram
constatadas pel os valores do bootstrap e pelo coeficiente de correlacdo cofenético (88,15%).



100bp
Ef

:

:
al
g
ED
E7

Figura 1 - Pefil eetroforético obtido pela amplificacdo do DNA de 20 gendtipos de O. phalerata da populagdo de
Esperantina (E) com o primer OP-K19, Embrapa Meio-Norte, Teresina-Pl, 2011.
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Figura 2 - Dendrograma obtido de 60 gendétipos de babacu, utilizando o indice de similaridade de Dice, e 0 método de
agrupamento UPGMA, Teresina (T), Esperantina (E), José de Freitas (JF).

A matriz de similaridade por meio do coeficiente de Dice entre os 60 gendtipos com base nos
marcadores RAPD revelou similaridade variando de 0,26 a 0,86 com médiade 0,57. As estimativas dos indices
de diversidade genética encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2 - indices de diversidade genética para populagdes naturais de Orbignya phalerata Mart. amostradas
nos municipios de Teresina, Esperantina e José de Freitas, Piaui.

Populacbes He H,
Teresina 0,212 0,336
Esperantina 0,195 0,302
José de Freitas 0,207 0,322
Para 0 conjunto de populagtes 0,320 0,485

He: diversidade genética de Nei; Ho: indice de Shannon;

A diversidade genética de Nei (He) foi de 0,212 para populagdo de Teresing, 0,195 para populagdo de
Esperantina e 0,207 para populagdo de José de Freitas. A populagcdo ndo mangjada de José de Freitas obteve
uma diversidade genética maior, quando comparada com a populacdo de Esperantina onde existe um manejo
intensivo de coleta de frutos. Sebbenn et al. (2001) obtiveram resultados semelhantes comparando os nivels de
diversidade genética entre uma populagcdo natural e uma manejada, encontrando média de H. de 0,314 para
populagdes naturais e 0,266 para a manejada, obtendo os mesmos resultados encontrados neste trabal ho, quanto

a0 manejo adotado.



Os valores estimados para o indice de Shannon (H,) evidenciaram alta diversidade genética dentro e
entre as populagdes de O. phalerata, sendo de 0,336 para a populagdo amostrada em Teresing, 0,302 para a
amostrada em Esperantina e 0,322 para populagdes de José de Freitas, e 0,485 para o conjunto de populaces,
sendo bem préximos nas trés populagdes, o indice de Shannon varia de 0 a 1 e considera-se que quanto mais
préximo o vaor for de zero, mais baixa € a diversidade. A populagdo que apresenta menores indices de
diversidade € a que esta localizada na &rea submetida a um intensivo sistema de manejo.

A maior porcentagem de locos polimérficos foi observada na populagdo de Teresing, area em que existe
um maneo Nd0 muito intenso, enquanto a menor foi observada na populagdo de Esperantina (Tabela 3) érea
totalmente mangjada. Em média foram obtidos 106,33 locos polimorficos. A baixa porcentagem de locos
polimérficos na populacdo de Esperantina € devido a intensa coleta de frutos nessa regido, o que esta levando a
uma perda da sua variabilidade. Sebbenn et a., (2001) estudando a estrutura genética em populagdes de
Tabebuia cassinoides, com implicagdes para o manegjo florestal e a conservagdo genética encontrou maior
porcentagem de locos polimorficos na  populagdo natural e menor na manegjada, 84,6% e 76,9%,
respectivamente evidenciando que o manejo ndo sustentavel pode levar a perda de variabilidade.

Tabela 3 - Numero e porcentagem de locos polimérficos. Teresing, PI, 2011.

Municipios N° de locos polimorficos % de locos polimorficos
Teresina 117 80,14
Esperantina 97 66,44
Jose de Freitas 105 71,92
Média 106,33 72,83
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